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SÍMBOLOS, ABREVIATURAS Y SIGLAS
ACO: Anticonceptivos Combinados Orales
ADN: Ácido desoxirribonucleico
AEM: Agencia Estatal del Medicamento
AFS: American Fertility Society
AGGF1: Angiogenic factor with G patch and FHA domains
AINE: Antiinflamatorio No Esteroideo
ARN: Ácido Ribonucleico
AS- IV: Saponin astrogalosido IV
ASRM: American Society of Reproductive Medicine 
FN-kB: Bloqueantes del Factor Nuclear KappaB  
BHCG: Gonadotropina Coriónica Humana
BSA: Albúmina Sérica Bovina
ºC: Grados centígrados
Cb2: Cabergolina
CCL2: Quimioquina Ligando 2
CEIC: Comité Ético de Investigación Clínica
CFP:  Cyan Fluorescent Protein
COX-2: Ciclooxigenasa 2
CXCL10: C-X-C motif chemokine
DA: Dopamina
DAB: Diaminobenzamida
DOPA: Dihidroxifenilalanina
DrD2: Receptor tipo 2 de la Dopamina
E1: Estrona 1
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EGCG: Epigalocatequina galato 
EMEA: European Medicines Agency
EPA: Ácido Eicosapentaenoico
ESHRE: European Society of Human Reproduction and Embriology
FN-KB: Factor Nuclear KappaB 
FSH: Hormona folículo estimulante
GFP:  Green Fluorescent Protein
GnRH: Hormona liberadora de gonadotropinas
h: Hora
HMG-CoA: 3 hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A 
HMW uPA: Activador de uPA o uroquinasa de alto peso molecular
HRP: Peroxidasa de rábano
IL-6: Interleuquina 6
IL-Beta: Interleuquina-Beta
LBS: Lysine binding sites (lugares de unión a la lisina)  
LH: Hormona luteinizante
LMW uPA: Activador de uPA de bajo peso molecular
MEC: Matriz extracelular
MIF: Factor Inhibidor de la migración de macrófagos
min: Minutos
MIP-1α: Macrophague Inflamatory Protein 1 alpha
MIP-2: MacrophagueInflamatory Protein2
MMP: Metaloproteasa matriz celular
MMP13, MMP10, MMP8: Metaloproteasas de la MEC 13, 10, 8 
NK: Natural killer
NU: Nude o atímico
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NOD-SCID: Non-obese diabetic severe combined inmunodeficient
NR1: Notoginsenosido R1
PAIs. Inhibidores de los activadores del plaminógeno 
PAI-1, 2 y  3: Inhibidor del activador del plasminógeno de tipo 1, de 
tipo 2 y de tipo 3
PBS: Phosphate Buffered Saline (tampón fosfato salino: 0,01M, ph 
7,4, NaCl 0,14M)
PCI: Inhibidor de la proteína C activada
PCR: Reacción en cadena de la polimerasa 
PDF: productos de degradación de la fibrina
PDTC: Pirridolina Ditiocarbamato 
PFA: Paraformaldehído
PGE2: Prostaglandina E2
PRL: Prolactina 
RM: Resonancia Magnética 
RT: Transcripción reversa
RUNX1: Runt-related transcription factor 1
SAA: Sistema renina-angiotensina-aldosterona 
SCID: Severe combined inmunodeficient
scu-PA: Activador de uPA de una cadena
SERMs: Moduladores Selectivos de los Receptores de Estrógenos
SHO: Síndrome de Hiperestimulación Ovárica 
sICAM: Soluble Intercellular Adhesion Molecule 1 
SPRMs: Moduladores Selectivos de los Receptores de Progesterona
TA: Temperatura ambiente
TBST: Tris-buffered saline and tween 20
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tcu-PA: Activador de uPA de doble cadena ó (HMW-uPA)
TNF-α: Tumor necrosis factor alpha. 
tPA: Activador tisular del plasminógeno
uPA: Activador del plasminógeno tipo uroquinasa
uPAR: Recpetor de uPA
su-PAR: Forma soluble de uPAR
VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor (Factor de crecimiento del 
endotelio Vascular) 
VEGFR2: Receptor tipo 2 del factor de crecimiento del endotelio 
vascular
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16
1.- INTRODUCCION
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1.1- Situación actual de la endometriosis
1.1.1 Concepto y generalidades
  La primera mención histórica que se hizo sobre la patología 
posteriormente conocida como endometriosis fue en 1880 por el 
anatomopatólogo austriaco Von Rokitanski (Rokitansky, 1860), a la 
que siguieron en 1896 otros autores como Von Recklinghausen 
(Speroff y  cols, 1999). No fue sin embargo hasta 1921 cuando el 
médico norteamericano John Albertson Sampson, acuñó el termino de 
“endometriosis” para describir las lesiones peritoneales que consideró 
siembras procedentes de enfermedad en el ovario (Sampson, 1921), 
desarrollando más tarde su teoría de la “menstruación retrógrada” 
como la posible causa de esta enfermedad (Sampson, 1927), y tras la 
cual han seguido numerosos estudios dirigidos al conocimiento de la 
misma.
  En virtud de la información recogida de estos estudios a lo largo 
de los últimos años, actualmente se define la endometriosis como  la 
presencia de endometrio ectópico (glándulas y estroma endometrial 
funcionales) fuera de la cavidad uterina. Se trata pues de una patología 
benigna, pero invasiva, que tiende a la progresión y a la recidiva, 
planteando problemas difíciles de manejo terapéutico.
  Se ha descrito endometriosis en múltiples localizaciones: 
fundamentalmente puede aparecer en cualquier parte del aparato 
genital, aunque también extragenitalmente (en ligamentos anchos, 
redondos, uterosacros, fondos de saco vesicouterinos, espacio de 
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Douglas y tabique rectovaginal (Dmowski y cols, 1984) y  de manera 
ocasional extrapélvica (como intestino, vejiga,...) e incluso 
extraperitoneal (pericardio, pleura,..) (Jenkins y  cols, 1986). La 
localización más frecuente es en ovario, de manera bilateral y en 
peritoneo, fundamentalmente sobre ligamentos uterosacros, espacio de 
Douglas y plica vesicouterina (Calderay y cols, 2003).
 
1.1.2 Evolución y desarrollo de la enfermedad 
  Debido al origen endometrial de las lesiones, la  endometriosis 
es una enfermedad estrógeno-dependiente en la que las lesiones 
sufren un proceso de crecimiento asociado a las variaciones cíclicas 
del estradiol durante el ciclo menstrual. A su vez los implantes 
endometriósicos presentan una superproducción local de estrógenos. 
Las lesiones generan así mismo un exceso de prostaglandina a través 
de  la transcripción de la enzima COX-2 que cataliza su síntesis. Junto 
a las prostaglandinas, la liberación local de TNF y otras citoquinas 
genera un ambiente proinflamatorio y con potente actividad 
angiogénica que a su vez potencia la actividad aromatasa y  con ello  la 
producción local de estradiol en un ciclo de retroalimentación positiva 
con resultado de proliferación y crecimiento del implante y  dolor 
asociado al proceso (Bulun 2000; Serafini, 2011). Esta fuerte 
dependencia a los estrógenos que mantiene a la enfermedad activa 
durante toda la vida fértil de la mujer es la razón por la que se ve 
mermada con la llegada de la menopausia, de aquí que la base de los 
tratamientos actualmente vigentes sea el bloquear la actividad 
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estrógenica produciendo un estado de “pseudomenopausia” o 
“menopausia like”.
  Además del ambiente estrógenico, otro factor importante para el 
desarrollo de las lesiones es la generación de nuevos vasos sanguíneos 
alrededor del tejido patológico promovido por factores  angiogénicos. 
De las múltiples teorías que intentan explicar la etiopatogenia de la 
endometriosis, y que comentaremos más adelante, la más aceptada es 
la de la menstruación retrógrada, propuesta por Sampson en 1927 
(Sampson, 1927). El tejido endometrial retrogrado que se desprende 
durante la menstruación, según esta teoría, precisa de un aporte 
sanguíneo efectivo que lo nutra de los componentes que permiten su 
crecimiento. La neoangiogénesis es por tanto un requisito esencial 
para el desarrollo de la endometriosis como avalan numerosos 
estudios (McLaren J y cols 2000; Nap y  cols, 2004; Lasche y Menger, 
2007; Nisolle y cols, 1993...).
   Aunque la endometriosis es una enfermedad benigna posee un 
comportamiento en muchos aspectos similar al cáncer tendiendo a la 
progresión y al empeoramiento con el paso del tiempo. De manera 
análoga a la progresión tumoral, se produce un proceso de 
implantación e invasión de tejidos sanos previa destrucción de la 
matriz extracelular, en la que además del ambiente estrogénico y  la 
formación de neovasos ya comentado, parece estar también  implicado 
el sistema fibrinolítico y  de las metaloproteasas como se ha 
evidenciado en diversos estudios en los que profundizaremos más 
adelante (Gilabert-Estellés y cols 2007; Gomez y cols 2011).
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1.1.3 Epidemiología
 La endometriosis afecta del 3-10% de mujeres en edad 
reproductiva (Cramer y  Missmer, 2002) aunque la incidencia real es 
desconocida pues esta enfermedad se desarrolla de forma asintomática 
hasta en el 50% de los casos, apareciendo como hallazgo casual en el 
transcurso de cirugías realizadas por otros motivos. Así pues, se han 
descrito prevalencias de entre el 4 al 15% en mujeres asintomáticas 
sometidas a esterilización tubárica (Strathy  JH y cols, 1982; Mahmood 
TA y  cols, 1991; Sangi-Haghpeykar H y  cols, 1995; Barbieri, 
1990). Basándonos en esto, ya existen estudios que sugieren una 
prevalencia de hasta el 32% en mujeres asintomáticas (Matorras y 
cols,  2001).
! La edad al diagnóstico varía entre los 25 y  los 30 años (Kuohung 
y cols, 2002). En mujeres con infertilidad está presente en más del 
50%  y entre el 50 y el 60% de las mujeres y  adolescentes con 
dismenorrea severa o dolor pélvico crónico (Bullock JL y cols, 1974; 
Goldstein DP y cols, 1980; Eskenazi B y cols 1997).
 También se han descrito diferencias en la distribución étnica 
siendo más prevalente en mujeres de raza negra y menos en las 
orientales respecto de la raza caucásica (Hasson HM, 1976; Sangi-
Haghpeykar H y cols, 1995).
1.1.4 Etiopatogenia
 Se han formulado numerosas teorías para tratar de explicar la 
génesis de esta enfermedad siendo sin embargo, su etiología y 
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patogenia todavía no conocidas en su totalidad. Las teorías propuestas 
no son excluyentes entre sí ni explican por completo todos los casos, 
por lo que muy probablemente la endometriosis pudiera tener un 
origen multifactorial, en el que además de factores genéticos (Treloar, 
2005; Daftary 2004), podrían intervenir el estrés oxidativo (Kajihara,
2011; Ngo, 2009), y  la exposición a tóxicos ambientales (Rier, 2003). 
Las teorías descritas hasta el momento se resumen a continuación:
a) Implantación por menstruación retrógrada
 La teoría propone la existencia de un reflujo de tejido 
endometrial durante la menstruación a través de las trompas de 
Falopio hacia la cavidad abdominal, donde puede llegar a implantarse 
(Sampson JA y col, 1927 y 1940).
  Varias observaciones apoyan esta teoría: La localización 
peritoneal de las lesiones endometriósicas corresponde con las 
porciones pendientes de la pelvis, que están en contacto con un mayor 
reflujo tubárico, fundamentalmente ovarios, espacio de Douglas y 
ligamentos uterosacros (Hoshiai H y cols, 1993; Vercellini P y cols, 
1998; Jenkins y cols, 1986. La endometriosis es más prevalente en las 
mujeres con obstrucción congénita del tracto de salida al flujo 
menstrual (Sanfilippo y  cols, 1986) frente a aquellas que presentan 
malformaciones müllerianas no obstructivas. Además, se ha 
demostrado en cultivos celulares la viabilidad del endometrio del flujo 
menstrual en líquido peritoneal, con capacidad de implantación y 
crecimiento (Keetel y  Stein, 1951; Koks y  cols 1997). También se ha 
logrado inducir la endometriosis en experimentos animales mediante 
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fístulas uteropélvicas artificiales (Te Linde y  Scott, 1950) o forzando 
un flujo menstrual retrógrado al crear una obstrucción anterógrada 
(D’Hooghe y cols, 1995). En 1999, Witz y  su equipo demostró la 
capacidad del endometrio de adherirse a la superficie mesotelial del 
peritoneo (Witz y cols, 1999).
 Esta teoría, sin embargo, deja por explicar otros aspectos de la 
enfermedad, como el hecho de que, siendo la menstruación retrógrada 
un proceso prácticamente universal, la endometriosis se desarrolle en 
tan sólo un pequeño porcentaje de la población general (Evers y cols, 
1995). La cuestión aquí sería encontrar la causa de porqué hay 
mujeres que no son capaces de eliminar estos restos de endometrio 
generando su implantación y desarrollando la enfermedad.
b) La metaplasia celómica
 Sugiere que un epitelio con capacidad proliferativa, como es el 
epitelio ovárico o la serosa peritoneal, puede transformarse por 
metaplasia en tejido endometrial (Cullen TS y cols, 1896; Meyer R y 
cols, 1903) tras ser inducidos por estímulos inflamatorios o 
endocrinos.  Está basada en el hecho de que casi la totalidad del 
epitelio genital representa distintos grados de diferenciación del 
epitelio celómico, de aquí su alta capacidad de diferenciarse frente a 
estímulos externos. Esta teoría explicaría la aparición de 
endometriosis  en cualquier lugar de la cavidad peritoneal y  de la 
pleura (Foster y  cols, 1981; Elliot y cols, 1985; Honore, 1999) y los 
casos raros de endometriosis encontrados en ausencia de menstruación 
(El Mahgoub y  cols, 1980; Honore 1999). Sin embargo, ni esta teoría, 
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ni la de la implantación, pueden explicar  la aparición de tejido 
endometrial a nivel umbilical ( Blumenthal, 1981; Michowitz y  cols, 
1983) o pleural (Wilkins y cols 1985).
 c) Alteraciones del sistema inmunológico
 Estudios en monos Rhesus a quien se les suprimió el sistema 
inmune, desarrollaron más frecuentemente endometriosis que el 
grupo control (Wood y  cols, 1983); a partir de este hallazgo otros 
estudios posteriores (Tasaku, 2001; Hill y cols, 1988, Mathur y  cols, 
1982; Oosterlynck y cols,1991) han ido apoyando la asociación entre 
endometriosis y alteraciones del sistema inmunológico.
 Esta teoría explicaría el porqué a pesar de que más del 90% de 
mujeres presentan menstruación retrógrada sólo un pequeño 
porcentaje desarrolla la enfermedad: serían aquellas que tienen alguna 
disfunción inmunitaria que impediría el aclaramiento normal de las 
células endometriales promoviendo su adhesión e invasión, 
neoangiogénesis y la inervación sensorial, con la consecuente 
progresión de la enfermedad (Falcone y Lebovic, 2011).
 Si bien esta teoría explica el posterior desarrollo de la 
enfermedad, no explica sin embargo el origen del tejido endometrial 
formador de lesiones en localizaciones donde el endometrio no está 
presente, requiriendo de otras teorías que la complementen.
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d) El transplante mecánico
 La causa más probable de la aparición de endometriosis en 
cicatrices quirúrgicas y periné sería el transplante directo inadvertido 
de tejido endometrial en el momento de una cirugía pélvica, cesárea o 
reparación de episiotomía (Taff y cols, 2001).
 A favor de esta teoría tenemos diversos estudios que describen la 
aparición de lesiones endometriósicas en episiotomías (Hambrick E, 
1979), postcesáreas (Stroup PE, 1976) e incluso posthisterectomías 
vaginales (Schmid HH,1961) de mujeres afectas de endometriosis. 
Sin embargo esta teoría no podría explicar la aparición de 
endometriosis en pacientes sin antecedentes quirúrgicos.
e) La difusión hematógena y linfática
 Existe una extensa comunicación linfática entre todos los 
órganos de la pelvis. La difusión linfática y hematógena de células 
endometriósicas puede representar otra vía por la que se diseminen e 
implanten focos a distancia, explicando así las localizaciones retro y 
extraperitoneales (Halban, 1924 y 1925).
 La diseminación hematógena fue demostrada experimentalmente 
en 1940 inyectando por vía intravenosa endometrio en conejos y 
obteniendo como resultado una endometriosis pulmonar (Javert, 1949)
 Esta teoría sería complementaría de las anteriores ya que no 
explicaría la generación inicial del implante, sino su diseminación.  
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f) Los restos embrionarios
 Von Recklinghausen en 1896 propone esta teoría no 
documentada basada en que el sistema del conducto de Wolf en 
desarrollo puede dejar tras de sí pequeños grupos o restos de células 
que tienen capacidad de desarrollar tejido endometrial funcionante.
 Esta teoría sin embargo no explicaría la generación de 
endometriosis en lugares extraabdominales como la cavidad torácica 
(Alifano M y cols, 2007; Joseph J y cols 1994).
1.1.5 Clasificación
 La clasificación más aceptada y utilizada mundialmente es la de 
la American Society of Reproductive Medicine ( ASRM) de 1997 
(Figura 1.2). Se basa en la valoración intraoperatoria de la extensión 
peritoneal y ovárica, las adherencias y  el grado de obliteración del 
Douglas, asignando a cada tipo de lesión una puntuación típica 
(score), siendo la suma de las puntaciones obtenidas en cada apartado 
la que clasificaba en uno de los 4 estadios posibles (Figura 1.1): 
I: mínimo, puntuación entre 1-5
II: leve, entre 6-15
III: moderado, entre 16-40
IV: severo, > 40
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FIGURA 1.1 Estadios de endometriosis
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FIGURA 1.2  Clasificación de la American Society of Reproductive 
Medicine ( ASRM) de 1997
 Esta clasificación presenta ciertas limitaciones: es subjetiva, 
carente de correlación clínica y evolutiva y  no se correlaciona con el 
pronóstico reproductivo de las pacientes. No incluye las lesiones 
microscópicas ni realiza una evaluación cuantitativa de la afectación 
de otras estructuras pélvicas o extrapelvicas (Koninckx y cols, 1992). 
Tampoco valora la adenomiosis. Por ello, han surgido otros intentos 
de clasificación (Chapron y  cols, 2003; Haas 2011; Adamson, 2010) 
pero que no han conseguido desbancarla, siendo actualmente la más 
adecuada para estandarizar y  concretar criterios en el tratamiento y 
pronóstico evolutivo de la enfermedad. 
 1.1.6  Diagnóstico 
a) criterios clínicos 
 El síntoma más característico de la enfermedad es el dolor 
pélvico crónico, en forma de  dismenorrea (50-90%), dolor 
intermenstrual ( 57-68%) y/o disparenia ( 25-40%) (Speroff y  Fritz, 
2006). También puede aparecer como una  hemorragia uterina 
disfuncional tipo spotting, aunque se han descrito todos los patrones 
menstruales, generalmente debida a una disfunción ovulatoria 
asociada a la enfermedad.
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 La endometriosis y  la esterilidad están muy  relacionadas: existe 
una prevalencia en pacientes con esterilidad primaria del 26-45% y 
secundaria entre un 12-25% , frente a un 3-10% de la población 
general. La enfermedad severa compromete a ovarios y produce 
adherencias que ocluyen o dificultan la movilidad de las trompas. 
Algunos estudios han demostrado también una disminución de la 
reserva ovárica independiente de la edad en estas mujeres (Hock y 
cols, 2001).  Se ha observado una calidad disminuida de los embriones 
obtenidos por fecundación in vitro (Pellicer y cols, 1995), responsable 
de la baja tasa de implantación asociada (Pellicer y cols, 1994). Esto 
podría deberse a alteraciones en la foliculogénesis y  del medio 
ambiente paracrino y  autocrino intrafolicular que padecen estas 
pacientes (Pellicer y cols, 1998; Garrido y cols, 2000). En 
endometriosis mínima o leve aún no está clara su relación con la 
esterilidad, aunque podría deberse a una alteración de los marcadores 
de la implantación endometrial (Matsuzaki y cols, 2004), o un 
ambiente peritoneal hostil que produjera daños en ADN espermático 
(Mansour y cols, 2009) o en el ovocito (Mansour y cols, 2010). 
 La endometriosis extrapélvica puede cursar con una amplia 
variedad de síntomas cíclicos dependientes de la localización de los 
implantes: 
- urinarios: disuria, hematuria u obstrucción ureteral (Donnez y  cols, 
2000)
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- intestinales: colon irritable, tenesmo perimenstrual, disquecia, 
hematoquecia, síntomas obstructivos o apendicitis (Yantiss y  cols, 
2001)
- pleurales y  pulmonares: es rara y puede manifestarse como dolor 
torácico pleural o hemoptisis durante la menstruación o derrame 
pleural o neumotorax postmenstruales (Rychlik y Beber, 2001)
- pared abdominal: nódulos dolorosos en canal inguinal o 
subumbilicales o sobre cicatrices de cesáreas y episitomías (Brenner 
y Wohlgemuth, 1990)
b) exploración física:
  La exploración de los genitales externos puede ser 
completamente normal. Sin embargo, es altamente sugestivo de esta 
enfermedad la presencia de dolor o dificultad a la movilización 
cervical y/o de ovarios, y una sensibilidad aumentada o la palpación 
de nódulos sobre ligamentos uterosacros acompañado o no de masas 
anexiales (EsKenazi y cols, 2001).
c) técnicas diagnósticas no invasivas:
 La ecografía es la prueba de elección ante sospecha de 
endometriosis: es muy sensible en la detección de endometriomas y 
tiene una capacidad diagnostica similar a la resonancia magnética en 
los casos de endometriosis profunda (Somigliana y cols, 2010); sin 
embargo resulta ineficaz si las lesiones presentes tienen un tamaño 
menor de 5-10 mm (Bazot y cols, 2003).  
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 Para valorar la presencia de nódulos en el tabique  recto-vaginal 
o área de uterosacros es más utilizada la vía transrectal; la 
ultrasonografía endoscópica anal estaría recomendada para 
determinar con exactitud la profundidad de estas lesiones.
 La resonancia magnética podría completar a la ecografía para 
el diagnóstico de endometriosis profunda que afecte a ligamentos 
uterosacros, vejiga y  saco de Douglas pero carece de sensibilidad para 
lesiones rectales sin distensión del mismo (Kinkel y cols, 1999).
d) técnicas invasivas:  Cirugia laparoscópica
 Es el “gold standar” en el diagnóstico de la endometriosis 
(ESHRE 2005), ya que nos permite la visualización global de toda la 
pelvis y   realizar un correcto estadiaje de la enfermedad, así como la 
toma de biopsias para su confirmación histológica.
e) biomarcadores:
 Las nuevas tecnologías de cribado molecular, como la genómica, 
proteómica, citogenética y microarrays de genes/proteínas está siendo 
ampliamente utilizadas para la identificación de marcadores 
biológicos que permitan el desarrollo de pruebas no invasivas de 
diagnóstico precoz tales como:
- Marcadores tumorales y polipéptidos: CA-125,CA 19.9, sICAM-1y 
Proteina Placentaria-14 en suero.
- Marcadores inmunológicos: Citoquinas (IL-6) y  anticuerpos 
antiendometriales y marcadores de estres oxidativo en suero.
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- Marcadores en tejido endometrial: Aromatasa P 450, receptores 
hormonales e inmunohistoquímica de fibras nerviosas.
 Aunque la detección de estos marcadores por separado no parece 
estar resultando útil actualmente para el diagnóstico precoz, últimas 
tendencias (May  y cols, 2011) apuntan a que una combinación de 
varios de ellos podría ayudar a obtener mejores resultados en este 
aspecto (Elgafor y cols, 2013). 
 1.1.7 Tratamiento
 Debe ser individualizado en función de la edad, extensión de la 
enfermedad, duración de la infertilidad, deseo reproductivo de la 
pareja y severidad de síntomas. Así, en aquellos casos de reciente 
diagnóstico que presente estadios precoces y estén asintomáticas o en 
mujeres perimenopaúsicas con sintomatología bien tolerada, que 
deseen evitar los efectos secundarios y el coste del tratamiento, una 
opción sería el manejo expectante. En función del tipo de 
acercamiento los tratamientos pueden clasificarse en quirúrgicos o 
farmacológicos tal y como se detalla a continuación.
1.1.7.1 Tratamiento quirúrgico: 
 Permite el diagnóstico y  tratamiento de la enfermedad y estaría 
indicado en:
- Fallo del tratamiento médico en el control de los síntomas
- Mujeres que rechazan o tienen contraindicaciones a la terapia médica
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- Necesidad de un diagnóstico definitivo: En aquellas mujeres con 
sintomatología moderada sugestiva de endometriosis en las que ha 
fallado el tratamiento empírico con terapias de primera línea 
(AINES,ACOs).
- Para excluir malignidad en una masa anexial: la endometriosis puede 
formar quistes de inclusión peritoneales por adherencias pélvicas; 
estos quistes podrían presentar signos sugestivos de malignidad que 
precisarían confirmación quirúrgica.
- Tratamiento de la infertilidad: la cirugía es el tratamiento de elección 
en mujeres que esperan restablecer o preservar la fertilidad y 
padecen endometriosis moderada o grave (Speroff y Fritz, 2006)
- Obstrucción del tracto urinario o intestinal
 La cirugía puede ser de dos tipos:
- cirugía conservadora: intenta conservar la anatomía pélvica lo 
máximo posible extirpando focos endometriósicos, adherencias, 
fulgurando focos,... siendo de elección el abordaje laparoscópico. 
- cirugía definitiva: la histerectomía total con salpingo-
ooforectomía bilateral se realiza en estadios avanzados y  sin deseos 
genésicos tras fracaso de los otros tratamientos incluyendo el 
abordaje conservador, pudiendo aliviar el dolor y disminuir la 
posibilidad de nueva cirugía (Namnoum y cols, 1995).
      La cirugía laparoscópica es el gold standard para establecer el 
diagnóstico de endometriosis y proporciona una oportunidad para un 
tratamiento quirúrgico conservador en el mismo acto. Una 
intervención terapeútica sería deseable en el momento del diagnóstico 
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para ablacionar o extirpar implantes y  adhesiones, lo que 
potencialmente prevendría o retrasaría la enfermedad o progresión de 
los síntomas. Una cirugía precoz también evitaría los costosos y 
amplios efectos secundarios de la terapia médica; sin embargo, aunque 
la cirugía es el único método totalmente eficaz para erradicar la 
endometriosis, la posibilidad de recidivas es elevada y  no sería una 
solución aceptable el intervenir a una paciente reiteradamente. 
Además, las potenciales desventajas de la misma, que se multiplican 
con el número de cirugías realizadas sobre la misma paciente, como el 
daño inadvertido en órganos adyacentes (especialmente intestino y 
vejiga), las complicaciones infecciosas postquirúrgicas o el daño 
mecánico a las estructuras pélvicas que derivaría en una mayor 
formación de adhesiones desaconsejarían o limitarían su uso a 
situaciones muy determinadas como las descritas anteriormente. Así 
pues debemos procurar como alternativa a estas pacientes otros 
tratamientos no invasivos que permitan su uso a largo plazo, dada la 
naturaleza crónica de la endometriosis. Estamos en síntesis 
refiriéndonos a los tratamientos farmacológicos que se describen a 
continuación.
 1.1.7.2 Tratamiento farmacológico:
 El tratamiento farmacológico como su propio nombre indica 
persigue la eliminación o reducción de las lesiones y/o su 
sintomatología a partir de la administración de drogas comerciales y/o 
productos naturales. Se pueden distinguir básicamente tres 
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modalidades como son los antiinflamatorios no esteroideos, los 
tratamientos hormonales clásicos  y las nuevas terapias.
1.1.7.2.1 Antiinflamatorios no esteroideos (AINES):
 Son también conocidos como fármacos antiprostaglandínicos. 
Persiguen el alivio de cualquier tipo de dolor, de leve a moderado y 
suponen la primera línea de tratamiento por su accesibilidad, bajo 
coste, tolerabilidad de efectos secundarios y  evidencia en ensayos 
clínicos de mejoría de la dismenorrea primaria. Las mujeres con 
endometriosis producen una mayor cantidad de prostaglandinas en la 
zona pélvica (Ylikorkala y cols, 1985). Estos fármacos actúan sobre 
las prostaglandinas, las cuales aumentan la intensidad de la 
contracción intestinal y  uterina, causando dolor y calambres típicos de 
la dismenorrea y  además ejercen un efecto antiinflamatorio, actuando 
sobre el tejido endometrial inflamado durante la menstruación 
disminuyendo el dolor (Moghissi,1999). 
Sin embargo este tratamiento resulta insuficiente en endometriosis 
severas o de larga evolución y proporcionan sólo un tratamiento 
sintomático, sin influir en la progresión de la enfermedad con el 
tiempo. En aras de eliminar o al menos  interferir en el desarrollo de 
las lesiones se aconseja el uso de estrategias que aborden el 
crecimiento hormonodependiente de la enfermedad mediante la 
terapias hormonales clásicas tal y como se refleja a continuación. 
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1.1.7.2.2 Terapias hormonales clásicas:
 Están basadas fundamentalmente en la supresión estrógénica, 
debido al carácter hormono-dependiente de esta enfermedad (Burney 
y Giudice, 2012). Esto conlleva una serie de efectos secundarios 
derivados de la acción hormonal, como la inducción de una 
menopausia artificial en muchos casos o la interferencia con la 
función reproductiva (Prentice A y cols, 2000). 
 En general todos los tratamientos hormonales disponibles 
actualmente son equiparables en términos de eficacia. La mayor 
limitación de los tratamientos farmacológicos hormonales es que si 
bien detienen la progresión de la enfermedad no reducen ni eliminan 
las lesiones ya formadas, que requerirían de cirugía. El alivio del 
dolor, las tasas de embarazo y de recidiva son similares en todas las 
formas de tratamiento médico, por lo que la elección será 
individualiza y según criterios de coste-beneficio y efectos 
secundarios (Speroff y Fritz, 2006). 
   El objetivo de estos tratamientos es disminuir la producción de 
estrógenos por el ovario, dando lugar a una decidualización y 
posterior atrofia del tejido endometrial eutópico y ectópico ( Sanchez-
Fernandez, 2011). Se distinguen principalmente: 
 - Anticonceptivos orales combinados (ACO): 
 Utilizados en el manejo inicial de la endometriosis para el dolor 
mínimo a moderado, en mujeres con deseo anticonceptivo (Harada y 
cols, 2008), siendo una de sus principales ventajas frente a otros 
tratamientos hormonales el poderlos tomar de manera más prolongada 
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e incluso en ocasiones indefinida. Inhiben la ovulación e inducen una 
pseudodecidualización y atrofia del tejido endometrial. Son de gran 
interés tras un tratamiento quirúrgico pues recientes estudios han 
demostrado una reducción del 47% de la tasa de recurrencia de 
endometriosis tras cirugía frente a placebo, proporcional al tiempo de 
utilización de los ACO (Vercellini y  cols, 2008). Sin embargo, los 
ACO pueden producir sangrados uterinos disfuncionales, cefaleas, 
náuseas, vómitos, aumento de peso, de la tensión mamaria, depresión 
y disminución de la líbido, al igual que los progestágenos a altas dosis 
(Surrey, 2006).
- Análogos de la GnRH: 
 Actúan de manera continua sobre los receptores hipofisarios de 
GnRH disminuyendo la actividad gonadotrófica (down-regulation) e 
induciendo una supresión reversible de la esteroidogénesis ovárica. 
Este estado de hipogonadismo hipogonadotropo va a producir una 
reducción de las lesiones endometriósicas controlando el dolor y 
facilitando una posterior cirugía (Prentice A y cols, 2000). Algunos de 
los más empleados son: leuprolerina, buserelina, nafarelina, histrelina, 
goserelina y  triptorelina; se emplean vía intramuscular, subcutánea o 
nasal con una duración aproximada de entre 3-6 meses, pues más allá 
de este tiempo aumentan el riesgo de osteoporosis. Sus efectos 
secundarios son los derivados de una menopausia artificial como 
sofocos, insomnio, atrofia y sequedad vaginal, depresión, 
irritabilidad,... y suelen reducirse si se añaden progestágenos a altas 
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dosis o en combinación con dosis bajas de estrógenos (terapia “add-
back”) (López y cols, 2009), sin detrimento del efecto terapeútico. 
- Gestágenos: 
 Inhiben el crecimiento del tejido endometrial causando una 
decidualización inicial, seguida de atrofia. También inhiben la 
secreción hipofisaria de gonadotropinas y la producción hormonal 
ovárica, causando anovulación e incluso amenorrea (Speroff L 
yDarney, 2005; Milsom I y  Korver T, 2008).
 En general, son una buena alternativa como mantenimiento o en 
caso de que otros tratamientos no fueran posibles. Sin embargo, no 
estarían indicados en mujeres que deseen gestación a corto plazo pues 
la ovulación tarda unos meses en recuperarse tras su suspensión. 
Además producen una serie de efectos secundarios (dependientes de la 
dosis, duración y vía de administración) en ocasiones mal tolerados 
por las mujeres, como alteraciones menstruales (tipo sangrado uterino 
irregular o spotting hasta en un 40-70%), náuseas, vómitos, aumento 
de peso, tensión mamaria, retención de líquidos, depresión y 
disminución de la líbido (Surrey, 2006), que los hacen situarse en 
segunda línea de tratamiento.
- Danazol: 
 Es un agente androgénico derivado de la 19 nortestosterona que 
a dosis elevadas produce una inhibición hipofisaria de las 
gonadotrofinas y de la producción hormonal ovárica, suprimiendo la 
ovulación, menstruación y provocando la atrofia del endometrio. 
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También aumenta las concentraciones de testosterona libre, creando 
un ambiente  rico en andrógenos y pobre en estrógenos que inhibe el 
crecimiento de la endometriosis. Sin embargo, hasta un 85% de las 
pacientes presentan efectos secundarios derivados de su acción 
masculinizante, que en algunos casos obligan a suspenderlo. (Barbieri 
y cols, 1982 y 1987).
- Gestrinona: 
 Es un derivado 19-noresteroideo con acción antiestrogénica que 
induce una reducción de receptores de estrógenos y  progesterona en el 
endometrio aumentando la testosterona libre  con la consecuente 
atrofia del endometrio y las lesiones endometriósicas. Mejora la 
dispareunia, dismenorrea y dolor pélvico debidos a endometriosis al 
igual que el danazol. Entre sus efectos secundarios destacan la atrofia 
mamaria, alteraciones menstruales, alopecia y cloasma 
“pseudogravídico”; además esta contraindicado durante el embarazo 
por su embriotoxicidad (Crosignani y cols, 2006; Fedele y  Berlanda, 
2004)
 Dado que ninguno de los tratamientos anteriores elimina 
completamente los síntomas de la enfermedad y  que todos van a 
presentan limitaciones importantes en su uso derivadas de la 
afectación del ambiente hormonal, se están buscando nuevas 
alternativas que ofrezcan tratamientos más efectivos y/o menor 
severidad en  efectos secundarios presentados como las descritas a 
continuación.
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1.1.7.3 Nuevas terapias en el tratamiento de la endometriosis
   
a) Tratamientos hormonales experimentales
a.1) Antagonistas de la GnRH
 Producen una supresión rápida de la secreción de gonadotrofinas 
mediante competición selectiva con el receptor de la GnRH endógena, 
evitando el efecto flare up de los agonistas. Sin embargo, en 
comparación con estos últimos presentan un coste más elevado y una 
posología  más compleja, además de tener los mismos efectos 
secundarios tipo “menopausia-like” (Kupker y cols, 2002).
a.2) Inhibidores de la aromatasa
 La aromatasa es la enzima que cataliza el paso de andrógenos a 
estrógenos (estrona y estradiol). Se ha demostrado un aumento de su 
expresión en los implantes endometriósicos y  en el endometrio de 
pacientes con endometriosis. (Bulun, 1999).
 Los inhibidores de la aromatasa van a disminuir la producción 
de estrógenos en el cerebro, ovario, lesiones endometriósicas y 
periferia (piel, tejido adiposo,..) (Sebastian y Bulun, 2001).El 
anastrozol y letrozol han sido utilizados con éxito en la endometriosis 
(Amsterdam y cols, 2005; Ailawadi y cols, 2004; Soysal y cols, 2004) 
pero los efectos secundarios sobre la desmineralización de la matriz 
ósea contraindican su uso prolongado (Buzdar, 2004). 
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a.3) Moduladores selectivos de los receptores de estrógenos 
(SERMS)
 Son un ligando sintético del receptor de estrógenos; van a 
modular dicho receptor pudiendo tener efectos antiestrogénicos o 
proestrogénicos en función del tejido diana (Speroff y Fritz, 2006). En 
este sentido por ejemplo, el raloxifeno presenta una acción antagonista 
en endometrio (atenuando su crecimiento) y agonista en el hueso 
(preservando la densidad mineral ósea); sin embargo su utilidad está 
reducida por sus efectos vasomotores. En animales ha demostrado una 
reducción del 70% del volumen de tejido ectópico, pero los resultados 
en humanos han sido contradictorios (Stratton y cols, 2008).
a.4) Moduladores selectivos de los receptores de progesterona 
(SRPMs)
 Tienen efecto agonista/antagonista sobre los receptores de 
progesterona en función del tejido diana. Suprimen la producción de 
prostaglandinas a nivel endometrial y tienen efecto directo sobre la 
proliferación endometrial y la formación de vasos en el endometrio 
(Chwalisz y cols 2005), manteniendo los niveles de estrógenos 
circulantes, lo que mejora su tolerabilidad frente a agonistas. En 
contrapartida, la tendencia a aumentar el riesgo de hiperplasia 
endometrial observada podría restringir su uso (Chwalisz y cols, 
2004).
 En general debe mencionarse que el uso de tratamientos 
hormonales, ya sean los clásicos o los experimentales, presenta 
importantes limitaciones a considerar: no pueden utilizarse en 
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pacientes con deseo genésico pues interfieren con la ovulación y  la 
receptividad endometrial; su uso en el tiempo está limitado por los 
efectos secundarios de ellos derivados, y  tampoco han demostrado 
eficacia completa en la supresión de los síntomas o en la eliminación 
de la progresión de la enfermedad (Mihalyi y cols, 2006).
 Los múltiples avances en el conocimiento de la fisiología de la 
enfermedad  realizados en los últimos años, junto a las carencias de 
los tratamientos actuales han volcado el interés en el estudio 
experimental con nuevos tratamientos experimentales no hormonales 
que ofrezcan nuevas opciones terapéuticas a estas pacientes.
b)  Tratamientos experimentales no hormonales
 El objetivo de estos tratamientos, en su mayoría, en fase 
experimental, sería el controlar los síntomas de la enfermedad sin 
interferir  en el estado hormonal de las pacientes, evitando de este 
modo los efectos secundarios derivados de esta supresión hormonal, a 
la vez que se les puedan ofrecer opciones reproductivas (Olivares y 
cols, 2008).
b.1) Fármacos hipolipemiantes
  Se ha observado en estudios experimentales con estatinas en 
animales una disminución del crecimiento endotelial en los implantes 
mediante supresión de los genes que codifican proteínas implicadas en 
la inflamación y  angiogénesis  y reducción de la HMG-CoA reductasa 
(Bruner-Tran y cols, 2009; Cakmak y cols, 2012).
44
 Otros estudios en ratas suplementadas con ácido 
eicosapentaenoico (EPA) han evidenciado una reducción del grosor 
del tejido endometriósico intersticial relacionado con la progresión de 
la endometriosis, así como una disminución de la proliferación de 
fibroblastos y MIF (factor inhibidor de la migración de macrófagos) y 
una supresión de algunos genes implicados en la patogenia de la 
enfermedad (IL-Beta,MMP13, MMP10 y MMP8)  (Netsu S y cols, 
2008).
 El problema que presentan estos medicamentos es que son 
teratógenos recomendándose medidas anticonceptivas en las usuarias 
hasta mes y  medio tras finalizado el tratamiento (Lecarpentier y cols, 
2012). Además entre sus efectos secundarios más graves se han 
descrito casos de miositis y rabdomiolisis, por lo que se recomienda 
monitorizar pruebas de función hepática (pueden elevar las 
transaminasas transitoriamente) y  muscular periódicamente durante el 
tratamiento  (Kashani A y cols, 2006; Armitage J, 2007) . Esto obliga a 
contrastar la existencia de un beneficio claro de estos fármacos sobre 
la enfermedad pues su uso no está exento de complicaciones.
b.2) Bifosfonatos
 Los macrófagos activados parecen promover el desarrollo de la 
endometriosis al perpetuar la disfunción inmunológica en la misma. 
Una posible línea terapéutica consistiría en  reducir in vivo  el número 
de macrófagos activados mediante partículas liposomales que al 
permitir la entrada de bifosfonatos fagocitarían e inactivarían a los 
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macrófagos circulantes, sin resultar tóxicos para células no 
fagocitarias (Dananberg y cols, 2002; Epstein y cols, 2007).  
 La administración de 10mg/kg de alendronato liposomal en 
roedores ha demostrado una reducción del tamaño de los implantes 
peritoneales, así como una reducción del número de monocitos y  de la 
respuesta inflamatoria (Haber y cols, 2009).
 Entre los efectos adversos de los bifosfonatos más frecuentes se 
incluyen problemas gastrointestinales (dolor abdominal, disfagia, 
esofagitis, úlcera esofágica,...) (Graham DY y cols, 1997 y 2001), 
síndrome pseudogripal (Black DM y cols, 2007), síntomas 
musculoesqueléticos (dolor muscular, articular) (Wysowski DK y 
Chang JT, 2005), patología ocular (uveitis, epiescleritis,..) (Etminan M 
y cols 2012) y osteomandibular (osteonecrosis de la mandíbula) 
(Khosla S y cols 2007), además de estar también contraindicados en la 
gestación por su teratogenia (Levy S, 2009). Por todo ello habría que 
demostrar un claro beneficio en humanos para recomendarlo como 
tratamiento.
b.3) Fármacos inmunomoduladores
 El uso de inmunomoduladores deriva de la consideración de la 
endometriosis como enfermedad inflamatoria.
 La pentoxifilina, ha sido una de las moléculas más estudiada 
por diversos autores: ha demostrado inhibir la fagocitosis por 
macrófagos, aumentar la liberación de enzimas proteolíticas y  reprimir 
la producción de TNF- alfa, además de inducir la regresión de lesiones 
endometriósicas sin inducir un estado de hipoestrogenismo en modelo 
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animal (Nothnick 2001, Olive y cols, 2004). Estos resultados parecen 
prometedores en el tratamiento de la fertilidad para mujeres con 
endometriosis en estadios precoces ( Balash y  cols, 1997; Creus y 
cols, 2008).
b.4) Bloqueantes del Factor Nuclear KappaB (FN-kB)
! El FN-kB es un factor de transcripción que induce la expresión 
de una amplia variedad de genes que intervienen en la respuesta 
inflamatoria (McKay  y  cols, 1999); algunos estudios han demostrado 
un papel importante en el proceso inflamatorio de las células del 
estroma endometrial en endometriosis (Yamauchi y  cols, 2004; Guo 
SW, 2007). 
  En estudios con células cancerosas se han probado inhibidores 
del FN-kB y  inhibidores de los proteosomas para impedir la 
liberación de los precursores del FN-kB con éxito (Orlowski y cols, 
2002). 
 La pirrolidina ditiocarbamato (PDTC), un potente inhibidor del 
FN-kB y el bortezomib, un inhibidor reversible del proteosoma han 
demostrado reducir el tamaño de implantes y frenar la progresión de 
lesiones en ratas a las que se les había implantado téjido 
endometriósico (Celik y cols, 2008).
! ! b.5) Terapias antiangiogénicas:  
 La neoangiogénesis es un pre-requisito fundamental en el 
mantenimiento y desarrollo de la endometriosis una vez que los 
nódulos del tejido endometrial han quedado implantados (Nap y cols, 
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2004). Además, se ha observado un aumento de factores pro-
angiogénicos y una disminución de factores inhibidores de la 
angiogénesis en el líquido peritoneal de las mujeres afectas (Lasche y 
Menger, 2007).
 Entre los factores implicados en la angiogénesis destaca el 
Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular ( VEGF), una 
glicoproteina esencial en este proceso (Gargett y cols, 2002). Es 
liberado por los macrófagos presentes en mayores cantidades en el 
líquido peritoneal de mujeres con endometriosis frente a sanas 
(McLaren y  cols, 1996). Existe una correlación positiva entre 
severidad de la enfermedad y liberación de VEGF en el líquido 
peritoneal (Bourlev y  cols, 2006), y su expresión está aumentada en 
las lesiones endometriósicas activas  (Donnez y cols, 1998) y en la 
endometriosis profunda (Machado y cols, 2008). 
 La unión del VEGF a su receptor tipo 2 (VEGFR2) parece ser el 
proceso principal por el cual este factor regula el mecanismo de 
angiogénesis (Watkins y cols,1999;Verheul y cols, 2000).
 Entre los fármacos estudiados tenemos varios inhibidores de la 
angiogénesis como el Avastin (inhibidor específico del VEGF-A), 
TNP-A, Endostatina, Anginex,..que han demostrado su eficacia en la 
disminución de estas lesiones (Nap y cols,  2004) en animales. Sin 
embargo su uso no es  viable en humanos debido a la gravedad de los 
efectos secundarios (flebitis, anorexia, astenia) para estas pacientes 
(Via y cols, 2000).
 Por ello se están estudiando otras sustancias previamente 
aprobadas para otras enfermedades, y  que aún conservando su efecto 
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antiangiogénico presenten efectos secundarios asumibles, como las 
citadas a continuación:
b.5.1) inhibidores selectivos de la COX-2: celecoxib
 La ciclooxigenasa (COX) tipo 1 y  2 son isoenzimas que 
catalizan la síntesis de prostaglandinas. La Cox-2 se encuentra 
aumentada en procesos dolorosos e inflamatorios.
Se ha observado  una sobreexpresión de la COX-2 en el endometrio 
eutópico y ectópico de mujeres con endometriosis (Ota y cols, 2001; 
Matsukaki y cols 2004).
 Estudios en modelo animal han demostrado que la 
administración de celecoxib bloquea el crecimiento celular e induce la 
apoptosis en células tumorales (Kundu y cols, 2002; Basu y cols, 
2005), siendo además un potente inhibidor de la angiogenesis (Basu y 
cols, 2005). También se ha observado que previene la implantación del 
tejido ectópico, y  el crecimiento de lesiones ya existentes (Matsuzaki 
y cols, 2004), induciendo la regresión de los explantes endometriales 
en ratas (Dogan y cols, 2004) y ratones (Ozawa y cols, 2006).
 En humanos, un estudio in vitro ha demostrado la reducción de 
la proliferación celular y  la inducción de apoptosis de células 
epiteliales de endometrio junto con una disminución del VEGF en el 
fluido peritoneal de mujeres tratadas (sanas y endometriósicas) 
(Olivares y cols, 2008).
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b.5.2) Té verde
 La epigalocatequina galato (EGCG), un flavonoide del tipo 
galato que constituye uno de los principios activos del té verde, 
presenta una potente actividad antioxidante, anticancerígena y de 
inhibición del crecimiento del endotelio vascular in vivo e in vitro 
( Tang y cols, 2001).
 Parece tener un potente efecto-antiangiogénico en diversos 
tumores (Fassina y cols , 2004), asociado a una inhibición del VEGF y 
su receptor (Basini y cols, 2005). 
 En modelos de endometriosis experimental en ratones, la EGCG 
ha demostrado una inhibición de la angiogénesis, la adhesión y la 
invasión de lesiones endometriósicas así como una reducción en el 
tamaño de las mismas (Rogers y cols, 2009) . 
 
b.5.3) agonistas dopaminérgicos (quinagolida)
 Los agonistas dopaminérgicos ejercen un efecto antiangiogénico 
al interferir la vía del VEGF/VEGFR2, concretamente a través de su 
receptor tipo 2, DrD2 (Basu y  cols, 2001). Tras demostrarse que 
agonistas dopaminérgicos como la bromocriptina y cabergolina eran 
capaces de revertir el proceso del incremento de la permeabilidad 
mediado por la sobreexpresión de VEGF/VEGFR2 en el síndrome de 
hiperestimulación ovárica (SHO) (Gomez y cols, 2006), Novella- 
Maestre y  cols decidieron experimentar estos fármacos en un modelo 
animal heterólogo de endometriosis tras probar la existencia de 
receptores de dopamina tipo 2 en tejido endometrial humano, tanto 
eutópico como endometriósico (Novella-Maestre y cols, 2010). En 
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este trabajo se demostró que el uso de Cabergolina (Cb2), un agonista 
dopaminérgico, producía una disminución del tamaño de las lesiones 
activas muy discreto y  una disminución significativa del índice 
proliferativo (Novella-Maestre y cols, 2009). Se comprobó que el uso 
de Cb2 se asociaba a una disminución en la expresión de factores 
proangiogénicos como VEGF y un aumento de la expresión de 
marcadores anti-angiogénicos como angiotensina 1. Finalmente se 
confirmó que el nivel de fosforilación del VEGFR-2 fue 
significativamente menor en los ratones tratados, de acuerdo a los 
hallazgos encontrados en el modelo de SHO anteriormente (Gómez y 
cols, 2006).
 En otro estudio posterior el grupo de Delgado-Rosas (Delgado-
Rosas y cols, 2011) empleando el mismo modelo animal que Novella 
y cols, demostró que otro agonista dopaminérgico D2 distinto de la 
cabergolina como la quinagolida era igualmente eficaz en la 
disminución de lesiones endometriósicas confirmando la hipótesis de 
Novella y cols.
 Tomando como punto de partida estos experimentos, el grupo 
del Dr Pellicer (Gomez y  cols, 2011) realizó un estudio piloto en 
humanos, para contrastar el efecto de los agonistas dopaminérgicos, en 
concreto la quinagolida, sobre las lesiones endometriósicas. Dado que 
a raíz de los resultados obtenidos de este estudio se generó la 
hipótesis de trabajo que motivó la realización de esta tesis doctoral 
creemos conveniente realizar un explicación detallada del diseño y 
resultados obtenidos en el mencionado trabajo de Gomez y cols.
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 Para llevar a cabo su estudio, Gomez y cols seleccionaron a un 
grupo de pacientes con hiperprolactinemia y endometriosis 
confirmada vía laparoscópica. Durante la laparoscopia inicial se 
extirparon todas las lesiones a excepción de unas lesiones rojas que se 
dejaron marcadas con hilo de sutura. Tras el fin de la cirugía se les 
suministró a las pacientes la  quinagolida, como tratamiento de su 
patología basal. Tras cuatro meses de tratamiento se realizó una 
segunda laparoscopia exploradora con el objetivo de prevenir 
adhesiones y  que se aprovechó para extraer las lesiones que habían 
sido marcadas 4 meses antes. Puesto que se grabaron ambas cirugías 
se pudieron determinar mediante análisis de imagen el tamaño de las 
lesiones antes y después del tratamiento obteniéndose resultados muy 
interesantes. A nivel macroscópico se evidencia una importante 
disminución del tamaño de las lesiones endometriósicas asociada a un 
incremento en la expresión del DrD2 (receptor de la dopamina tipo 2) 
en las mismas y  una  disminución de la expresión del VEGFR2 
estadísticamente significativo. Si bien en el estudio previo en ratones 
no se observaron las disminuciones  en el tamaño de las lesiones que 
sí se observaron en humanos, también sería justo mencionar  que no se 
reprodujeron en humanos los esperanzadores resultados histológicos 
en aras del tratamiento de la enfermedad que sí se encontraron en los 
modelos animales de endometriosis (Novella-Maestre y  cols, 2009; 
Delgado-Rosas, Gómez y cols, 2011). En este sentido  no se pudo 
demostrar en humanos diferencias significativas en cuanto a la 
vascularización y neoformación de vasos. Si bien es cierto que los 
efectos antiangiogénicos en humanos pudieron quedar enmascarados 
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por la desaparición del tejido donde estos pudieran haberse producido, 
también es posible que otros efectos hasta la fecha desconocidos de la 
quinagolida pudieran ser responsables de dicha disminución de 
tamaño en humanos. Asumiendo que los efectos antiangiogénicos de 
la quinagolida en humanos pudieran ser modestos, comparados con el 
modelo animal, una posible discordancia entre los hallazgos en 
humanos y  ratones, podría venir dada por el hecho de que los modelos 
animales donde se ensayó la quinagolida carecen de sistema inmune 
competente. Cabría pues plantearse que los efectos mencionados de la 
quinagolida hubieran venido mediados por éste y  fueran responsables 
de  la destrucción del tejido patológico. 
 A tenor de los resultados cabe plantearse que quizás hubiera sido 
más beneficioso evaluar el papel de los agonistas dopaminérgicos 
previamente en un modelo animal con un sistema inmune integro para 
poder trasladar con mayor fiablilidad el potencial papel de estos 
compuestos. Así pues  parece lógico pensar ahora que cualquier 
compuesto que se pretenda ensayar en la endometriosis debería 
ensayarse al menos sobre un modelo con sistema inmune preservado 
si se desconoce el efecto sobre éste. Como veremos posteriormente, 
esta ha sido una de las motivaciones que nos ha impulsado a realizar 
la presente tesis doctoral sobre modelos animales inmunocompetentes. 
Antes de  profundizar en este aspecto y volviendo al tema que nos 
ocupa en este apartado, en cuanto a los posibles mecanismos 
moleculares que explicarían la sorprendente capacidad de los 
agonistas dopaminérgicos para reducir el tamaño de las lesiones se 
plantearon en el estudio de Gomez y cols varias hipótesis 
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complementarias. Principalmente se plantearon que entre los muchos 
tipos de células inmunitarias que expresan DRD2, los macrófagos 
podrían ser los que desempañaran un papel predominante (McKenna y 
cols,2002), en la reducción de las lesiones a través de una serie de 
mecanismos vertebradores  y que se desglosan a continuación :
- A) Efecto deprivatorio sobre VEGF: el efecto antiangiogénico aunque 
modesto podría ser una de los responsables del fenómeno observado. 
En este sentido se ha visto que los macrófagos expresan VEGF en 
grandes cantidades (Nap y cols, 2004), de forma que la activación el 
DrD2 en los macrófagos por parte de la quinagolida, disminuiría la 
producción del VEGF y  la angiogénesis mediada por el sistema 
VEGF-VEGFR2, ejerciendo de esta forma una acción inhibidora de la 
angiogénesis (Chakroborty  y  cols, 2008) y afectando de esta manera al 
tamaño de las lesiones endometriósicas. 
- B) inducción de un perfil anti-inflamatorio y antiangiogénico: la 
endometriosis es una enfermedad en la que existe un ambiente 
proinflamatorio marcado, sobretodo a nivel del líquido peritoneal, en 
el que existe un aumento en la actividad y número de macrófagos y 
como consecuencia un aumento de citoquinas, las cuales participan 
activamente en la génesis y  progresión de esta enfermedad (Tasuku, 
2001). Neutrófilos y macrófagos promueven la angiogénesis en etapas 
iniciales de endometriosis, y  las quimoquinas y citoquinas liberados 
por éstos (MIP-1α, MIP-2, IL-6, TNFα, VEGF) amplifican el estímulo 
angiogénico para el crecimiento del tejido endometriósico (Lin YJ y 
cols, 2006). El perfil génico encontrado en las lesiones tratadas con la 
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quinagolida en el estudio de Gomez y cols parece ser coherente con la 
inhibición del perfil  angiogénico-inflamatorio como responsable de 
las acciones inhibitorias de esta droga sobre el tejido patológico. En 
este sentido los PCR arrays evidenciaron que como resultado de la 
quinagolida se redujo la expresión génica de factores implicados en la 
angiogénesis y en los procesos inflamatorios tales como :
- CXCL10 (C-X-X motif chemoquine 10), es uno de los reguladores 
antiangiogénicos más importantes (Yoshino y cols, 2003), y se mostró 
sobreexpresado tras el tratamiento con la quinagolida sugiriendo un 
efecto global de inhibición de la angiogénesis. Este gen codifica para 
la proteína CXCL10, también  conocida como Interferon gamma-
induced protein 10 (IP10). Se le han atribuido varias funciones, como 
la quimiotaxis de monocitos/macrófagos, células T, células Natural 
Killer, y células dendríticas; promueven la adhesión de células T a las 
células endoteliales; presentan actividad antitumoral; y es un potente 
inhibidor de la angiogénesis (Dufour y cols, 2002).
 La expresión de los siguientes genes se encontró a su vez inhibida por 
la quinagolida:
- CCL2 (Quimioquina ligando 2): Este gen codifica para la quimioquina 
ligando 2 (CCL2), también conocida como proteína quimiotáctica de 
monocitos-1. Esta proteína recluta monocitos, células T de memoria y 
células dendríticas a los sitios de daño tisular, infección e inflamación. 
Es, por tanto, un mediador de la inflamación, y  también de la 
neovascularización (Ulukus y cols, 2009).
55
-  VEGF (Factor de crecimiento del endotelio vascular): Este gen 
codifica para el VEGF, el cual estimula la vasculogénesis y la 
remodelación angiogénica favoreciendo la formación de brotes 
angiogénicos y  la supervivencia de las células endoteliales evitando la 
apoptosis celular y la regresión de los vasos (Oral y  cols, 1996). 
También aumenta de forma considerable la permeabilidad vascular 
(Dvorak y cols, 1995; Clauss y cols, 1990), la cual es una vía indirecta 
de estimulación de la angiogénesis que precede o se produce de forma 
simultánea a su acción sobre las células endoteliales y ha demostrado 
ser un paso clave en el proceso de angiogénesis. 
-  AGGF1:(Angiogenic factor with G patch and FHA domains): Este 
gen codifica para la proteína del mismo nombre, AGGF1. Se trata de 
un factor angiogénico que promueve la proliferación de células 
endoteliales (Tian y cols, 2004). 
- RUNX1 (Runt-related transcription factor 1): Este gen codifica para a 
proteína RUNX1, un factor de transcripción que regula la 
diferenciación de las células madre hematopoyéticas en células 
sanguíneas maduras (Konno y cols, 2007).
- Serpina 1: el gen que codifica para la proteína PAI-1 o inhibidor del 
activador del plasminógeno 1. Es el principal inhibidor del activador 
del plasminógeno tisular (tPA)  la uroquinasa y los activadores del 
plasminógeno, y por tanto, de la fibrinolisis (Konno y cols, 2007).  
 El hecho de que los agentes pro-inflamatorios y angiogénicos 
VEGF, AGGF1, RUNX1 y CCL2 se encuentran significativamente 
expresados a la baja, mientras que el inhibidor de la inflamación 
CXCL10 esté sobreexpresado al alza tras quinagolida indicaría que 
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potencialmente este fármaco estaría revirtiendo el ambiente 
proangiogénico existente en las lesiones endometriósicas. Al convertir 
éste en un ambiente antiinflamatorio y antiangiogénico estaría 
actuando sobre diferentes niveles del proceso inflamatorio, 
previniendo el desarrollo y crecimiento de éstas. Así mismo el 
hallazgo de que la serpina 1, que es el gen implicado en la síntesis del 
PAI (Inhibidor del activador del plasminógeno) se encontrará 
infraexpresado en las tratadas con D2-ag (agonistas dopaminérgicos 
tipo 2) sugirió una tercera vía de acción de los compuestos a ensayo, 
vía macrófagos que describimos a continuación:
- C) aumento de la fibrinolisis: Otro mecanismo mediante el cual los 
macrógafos podrían ejercer una acción sobre las lesiones 
endometriósicas es mediante la activación del proceso de fibrinolisis. 
En este sentido se ha visto que la activación del DRD2 sobre los 
macrófagos aumenta su capacidad fagocítica (Sookhai y cols, 1999). 
Teniendo en cuenta  que, el análisis de PCR arrays realizado en  el 
estudio mostró una regulación a la baja del Inhibidor del 
Activador del Plasminógeno (PAI-1), uno de los más potentes 
inhibidores de la fibrinólisis, cabría hipotetizar , que la unión de la 
quinagolida al DrD2  en los macrófagos promovió a una activación de 
la actividad fibrinolítica que conllevaría la disrupción y degradación 
de las lesiones endometriósicas, favoreciendo la disminución del 
tamaño e incluso desaparición de éstas. 
 Bajo la hipótesis inicial de que al estar inhibido el PAI, 
aumentaría la fibrinolisis y esto llevaría a  la destrucción del tejido 
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endometriósico ectópico, nos planteamos como objetivo principal en 
esta tesis evaluar qué repercusión tendría su inhibición selectiva sobre 
la enfermedad. Antes de meternos de lleno en esta tarea quisimos sin 
embargo evaluar los conocimientos existentes al respecto del 
funcionamiento del sistema fibrinolítico y  su potencial papel en la 
endometriosis tal y como se detalla a continuación.
 
 1.2.- El sistema fibrinolítico
1.2.1 Aspectos generales de la fibrinolisis 
 La fibrinolisis se asocia coloquialmente con el conjunto de 
mecanismos encargados de deshacer los coágulos de fibrina 
originados durante los fenómenos tromboembólicos en condiciones 
patológicas. Sin embargo, el sistema fibrinolítico está involucrado en 
una gran variedad de procesos de tipo fisiológico como  la regulación 
de procesos reproductivos o la  regeneración tisular, así como otros de 
tipo patológico como la  invasión tumoral y la endometriosis (Parrilla 
JJ y cols, 1975 a y  b; Tomás Martínez JF y cols, 1991; Ny  T y  cols, 
1993; Pepper MS y cols, 1993; Castelló R y cols, 2002; Gilabert-
Estellés J y cols, 2003).
 La base del funcionamiento sistema fibrinolítico es la conversión 
del plasminógeno, en su enzima activa, la plasmina, capaz de degradar 
el coágulo de fibrina (Collen D y Lijnen HR, 1991; Lijnen HR y 
Collen D, 1993) (Figura 1. 3) y que se promueve mediante la acción 
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proteolítica de dos enzimas, el activador tisular del plasminógeno 
(tPA) y  activador del plasminógeno de tipo uroquinasa (uPA). A esta 
tendencia profibrinolítica se opone una actividad antifibrinolítica, 
mediada por la acción de los inhibidores naturales de los activadores 
del plasminógeno que son el inhibidor del activador del plasminógeno 
de tipo 1 o l (PAI-1) y en menor medida  el inhibidor del activador del 
plasminógeno de tipo 2 o placentario (PAI-2). Existe un tercer 
inhibidor de los activadores del plasminógeno denominado 
inicialmente PAI-3 y que más tarde fue identificado como uno de los 
inhibidores de la proteína C activada (PCI) (Heeb MJ y cols, 1987; 
España F y cols, 1989b). Dicho inhibidor es capaz de inhibir a la uPA 
y al tPA de dos cadenas pero, aunque su concentración plasmática es 
superior a la de los otros PAIs, su actividad inhibitoria a nivel 
fibrinolítico es menor (Stump  DC y cols, 1986 a y b; España F y cols, 
1993a).
 La actividad proteolítica de la plasmina está además regulada 
por la acción de la alfa2-antiplasmina, su principal inhibidor 
fisiológico y, en menor medida, por la alfa2-macroglobilina 
(Christiansen y cols, 2007). Una correcta hemostasia va a depender 
del correcto equilibrio entre todos estos factores. Además de su 
función fibrinolítica a nivel plasmático, la plasmina tiene una 
importante función proteolítica a nivel tisular. La plasmina interviene 
en procesos de proliferación y adhesión celular, posee actividad 
proteolítica sobre la matriz extracelular y regula la activación de 
factores de crecimiento y  metaloproteasas. Parece implicada en 
procesos fisiológicos como la menstruación, la ovulación y la 
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implantación embrionaria (Sappino AP y  cols, 1989; Liu YX, 1999) y 
en situaciones patológicas como la endometriosis (Bruse C y cols, 
1998; Gilabert-Estellés J y cols, 2003) o el cáncer (Dano K y cols, 
1985; Castelló R y cols, 2002).
FIGURA 1.3 Esquema simplificado del funcionamiento del sistema 
fibrinolítico. tPA: activador tisular del plasminógo; uPA: activador 
del plasminógeno tipo uroquinasa; scu-PA: activador de uPA de una 
cadena; HMW uPA: activador de uPA de alto peso molecular; LMW 
uPA: activador de uPA de bajo peso molecular; PAI: inhibidor del 
activador del plasminógeno; PDF: productos de degradación de la 
fibrina.
! Una descripción más detallada de los principales componentes 
enzimáticos que intervienen en el proceso de la fibrinólisis se describe 
a continuación:
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1. 2. 2 Plasminógeno y plasmina
 El plasminógeno es una glicoproteína sintet izada 
fundamentalmente en el hígado, y  en menor medida en eosinófilos y 
células renales. La plasmina es la forma enzimáticamente activa del 
plasminógeno, que tiene como sustrato más específico la fibrina y el 
fibrinógeno. La plasmina se une a la alfa2-antiplasmina por los 
lugares de unión a la lisina (LBS) y  por el centro activo. Cuando la 
plasmina está unida a la fibrina no se inactiva y actúa como un eficaz 
fibrinolítico generando los productos de degradación del fibrinógeno y 
la fibrina (Adam y cols, 2009; Cesarman-Maus y  Hajjar, 2005) El 
plasminógeno y  la plasmina son capaces de interactuar con los 
receptores del plasminógeno que existen en la superficie de otras 
células, como la endotelial (Plow EF y cols, 1991) regulando los 
procesos proteolíticos relacionados con la migración celular (Rijken y 
Lijnen, 2009). Para ello regula los niveles de las metaloproteasas, ya 
que produce una activación de los zimógenos inactivos y además 
posee una acción proteolítica sobre los inhibidores tisulares de las 
metaloproteasas (Mignati P y Rifkin DB, 1993) (Figura 1.4); también 
degrada directamente diversas glicoproteínas, contribuyendo al 
proceso de remodelado tisular y al acceso de las metaloproteasas al 
colágeno sobre el que ejercerán su acción (Vassalli JD y cols, 1991).
 Además, junto al activador del plasminógeno tipo uroquinasa 
(uPA), la plasmina posee capacidad de activar y liberar factores de 
crecimiento unidos a la matriz extracelular o a la superficie celular. 
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FIGURA 1. 4 Interrelación entre el  sistema fibrinolítico y de las 
metaloproteasas (MMPs).
La plasmina ejerce su acción proteolítica sobre la matriz extracelular 
tras su activación por la uPA, de forma directa o indirectamente por 
aumentar los niveles de MMPs, facilitando así su acceso al colágeno 
de la MEC. uPA: activador del plasminógeno tipo uroquinasa; 
TIMPs: inhibidores tisulares de las MMPs; MEC: matriz extracelular 
(Mignati P y Rifkin DB, 1993).
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1. 2. 3 Activadores fibrinolíticos 
1. 2.3.1 Activador tisular del plasminógeno (tPA)
 ! El tPA es una serín-proteasa sintetizada por las células 
endoteliales que se halla presente en el plasma. La mayoría se 
encuentra formando complejos con el PAI-1 , pudiendo detectarse 
alrededor de un 5% en forma libre en el plasma.
  El  tPA presenta una débil actividad enzimática en el plasma 
circulante, pero aumenta en gran medida en presencia de fibrina o de 
sus fragmentos (Bachmann F y Kruithof EK, 1984) debido a que esta 
promueve la interacción del tPA con su sustrato mediante el aumento 
de la concentración local de plasminógeno. La gran afinidad del tPA 
por el plasminógeno en presencia de fibrina da como resultado una 
eficiente activación del plasminógeno en la zona del coágulo.
  La función de este potente activador del plasminógeno es 
determinante en el proceso de fibrinolisis a nivel endotelial, siendo su 
actividad proteolítica tisular de menor importancia que el activador 
del plasminógeno tipo uroquinasa.
1. 2. 3. 2 Activador del plasminógeno tipo uroquinasa (uPA)
 La uPA es una serín-proteasa de tipo tripsina, que se sintetiza 
inicialmente como una molécula de una sola cadena polipeptídica 
(scu-PA) (Holmes WE y  col, 1985) y  tras una digestión parcial por 
parte de la plasmina o la kalikreína, se convierte en una forma de 
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doble cadena (tcu-PA) denominada también uroquinasa de alto peso 
molecular (HMW-uPA). La scu-PA actúa directamente sobre el 
plasminógeno generando plasmina. A continuación, la plasmina 
convierte la scu-PA en tcu-PA, y ésta dirige finalmente la rápida 
activación del plasminógeno. En otros experimentos de activación del 
plasminógeno, en presencia de PAI-1, se puede concluir que la 
actividad de la scu-PA es tan sólo de un 0,1% en relación a la 
expresada por la tcu-PA (Orfeo T y cols, 1990). Por otro lado, la tcu-
PA no tiene especificidad por la fibrina y activa el plasminógeno libre 
o unido a fibrina indiscriminadamente, a diferencia de la scu-PA tiene 
una marcada especificidad por la fibrina.
  Mientras que la activación del tPA es importante para el proceso 
de fibrinolisis, la uPA modula el proceso proteolítico pericelular de la 
matriz extracelular. A nivel celular, la uPA se une específicamente a su 
receptor (uPAR) expresado en diferentes tipos celulares (Figura 1.5) 
(Behrendt N y cols, 1990). Los complejos uPA:uPAR son susceptibles 
de inhibición por los PAIs, lo que podría jugar un papel importante en 
el control de la activación del plasminógeno a nivel tisular y la 
proteolisis de la matriz extracelular. Se ha publicado que la unión de la 
uPA a su receptor (uPAR), no sólo activa al plasminógeno, sino que 
también desencadena una cascada de señales celulares que regulan los 
procesos de migración celular en condiciones fisiológicas y 
patológicas, como es el caso de la angiogénesis, la implantación 
embrionaria, la reacción inflamatoria, la cicatrización cutánea y  la 
implantación de metástasis tumorales (Carmeliet P y cols, 1994; 
Andreasen PA y cols, 1997; Mazar AP, 2001).
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 La vía de la uPA juega, en general, un papel importante en la 
fisiología uterina (Littlefield BA, 1991) y, más concretamente, en el 
inicio de la menstruación (Tabibzadeh S, 1996). La expresión de uPA 
está regulada por mecanismos paracrinos y factores esteroideos 
(Casslen B y col, 1992; Schatz y Lockwood, 1993). La uPA puede ser 
inactivada por progesterona en cultivos de células endometriales 
estromales debido a un aumento de la expresión de PAI-1 y  de uPA-R 
en la superficie celular (Casslen B y col, 1995b).
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FIGURA 1.5 Modelo de unión de uPA a su receptor (uPAR). El 
receptor de uPA, uPAR, está anclado a la superficie de las células 
endometriales. La molécula de uPA es secretada y se une con gran 
afinidad y especificidad al uPAR. Esta unión activa la uPA limitando 
la actividad proteolítica en la superficie celular. Los componentes de 
la matriz extracelular son degradados por la plasmina, facilitando la 
migración celular y la angiogénesis. La vitronectina interacciona con 
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el uPAR desencadenando una activación de la cascada de señal 
intracelular (Wilex AG, 2003; Seiffert D y cols, 1991). MEC: matriz 
extracelular.
  
1.2.4 Inhibidores fibrinolíticos 
  Los inhibidores de los activadores del plasminógeno o PAIs son 
un grupo de proteínas 
con actividad inhibitoria sobre la activación del plasminógeno.
Como hemos mencionado existen tres tipos de PAI, 1, 2 y 3 
(Loskutoff DJ y  col, 1983; Van Meijer M  y Pannekoek H, 1995), 
(Bachmann F, 1995), y el PAI-3 Siendo el primero de ellos el más 
relevante en el control de la fibrinolisis. 
1.2.4.1 Inhibidor del activador del plasminógeno de tipo 1 
(PAI-1)  
 Es una glicoproteína de cadena única sintetizada y secretada por 
una gran variedad de tipos celulares en cultivo (Loskutoff DJ y  cols, 
1988), incluyendo las células endoteliales (Loskutoff DJ y  cols, 1983). 
Forma parte de la superfamilia de los inhibidores de las serín-
proteasas o serpinas. La sangre contiene dos grandes reservorios de 
PAI-1 (Erickson LA y cols, 1984; Sprengers ED y cols, 1986). Las 
plaquetas constituyen la principal reserva de PAI-1, conteniendo de 
4000 a 8000 moléculas por célula (100-200 ng/ml de sangre) 
(Kruithof EK y cols, 1986), mientras que una parte menor está 
presente en el plasma (alrededor de 10 ng/ml).
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 El PAI-1 se ha considerado como el principal regulador de la 
fibrinolisis in vivo (Loskutoff DJ y cols, 1988 y 1991). Se han 
observado con frecuencia niveles anormalmente elevados de PAI-1 en 
condiciones en las que el riesgo trombótico está aumentado, como la 
gestación (Kruithof EK y cols, 1987; Estellés A y cols, 1989a; Estellés 
A y cols, 1990; Estellés A y  cols, 1994; Vicente V y cols, 1994) y en 
ciertas complicaciones obstétricas como la preeclampsia (Estellés A y 
cols, 1987, 1989a, 1991 y  1996; Gilabert J y  cols, 1995a y b). 
También se detecta un aumento de sus niveles en el plasma de 
pacientes con trombosis venosa profunda (Juhan-Vague I y cols, 1987; 
Tabernero MD y cols, 1989) y en pacientes con infarto de miocardio 
(Estellés A y  cols, 1985 y 1989b; Almer L y  cols, 1987; Aznar J y  cols, 
1988 y 1994a).
 La actividad fibrinolítica en el tejido endometrial humano es 
esencial en el proceso de regeneración tisular durante la menstruación 
(Parrilla JJ y  cols, 1972). La actividad plasmínica, regulada por el 
nivel de inhibidores, determinará la proteolisis de las proteínas de la 
matriz extracelular, la activación de procolagenasas, y la degradación 
de diversos componentes de la membrana basal. La progesterona 
produce una disminución de la actividad fibrinolítica del endometrio 
mediante el estímulo de la degradación de uPA y el aumento de PAI-1 
y uPAR (Casslen B y cols, 1995b).
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FIGURA 1.6 Modelo estructural de la conformación de la molécula 
del PAI-1 en estado latente.
Las flechas indican regiones de beta-hoja mientras que las espirales 
indican dominios de alfa-hélice (Tucker HM y cols, 1995).
 
 El PAI-1 también está implicado en los procesos tumorales 
(Jankun J y  cols, 1993; Harbeck N y  cols, 2001; Palmieri D y cols, 
2002). En este sentido, es importante resaltar el papel que actualmente 
se le concede a la uPA y  a su receptor, uPAR, en los procesos de 
migración y degradación proteolítica de la matriz extracelular durante 
el desarrollo de las metástasis. A pesar de no conocerse en detalle el 
significado de este hecho, los niveles de PAI-1 y uPA son 
considerados importantes parámetros pronósticos y pueden tener una 
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creciente importancia terapéutica en algunos tipos de cáncer (Ruiz 
MA y cols, 1989; Janicke F y cols, 1993).
  
1. 2. 5 El sistema fibrinolítico en la endometriosis   
 A pesar de no disponerse de un conocimiento extenso en esta 
materia, vamos a tratar de mostrar los datos más relevantes que se han 
ido revelando durante los últimos años, en referencia a los procesos 
intercurrentes en el tejido ectópico de estas pacientes y  a los 
acontecidos en el líquido peritoneal.
1. 2. 5.1 Tejido endometriósico
 La disponibilidad de plasminógeno es esencial para que la 
plasmina ejerza su efecto de remodelado tisular y active las 
prometaloproteasas. Existen niveles elevados de plasminógeno en las 
células endometriales y en la matriz extracelular tanto del tejido 
uterino como del endometrio ectópico de las mujeres con 
endometriosis que sugiere un potencial elevado para la proteolisis 
extracelular. Por el contrario, la expresión de plasminógeno es débil en 
el estroma de los tejidos ovárico y peritoneal en los que se ha 
implantado endometrio ectópico (Finlay TH y cols, 1983).
 Casslen y col (1995b) observaron un efecto negativo de la 
progesterona en la expresión de activadores del plasminógeno, debido 
al aumento de la expresión de PAI-1 y  de uPAR en la superficie 
celular. La formación de complejos uPA:PAI-1 y  su unión al receptor 
facilita el aclaramiento de plasmina activa. 
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 La cuantificación proteica, mediante técnicas de ELISA, ha 
evidenciado una mayor concentración de uPA y PAI-1 en endometrio 
de mujeres con endometriosis que en el endometrio de controles. Estos 
niveles son todavía mayores al estudiar muestras de tejido 
endometriósico (Bruse C y cols, 1998). La mayor concentración de 
uPA en el endometrio de mujeres con endometriosis podría llevar a 
una anormal degradación del tejido endometrial durante la 
menstruación. De esta manera, se originarían fragmentos de tejido 
endometrial con un potencial mayor para degradar la matriz 
extracelular que en la mujer sana, lo que facilitaría su implantación 
(Wild RA y cols, 1994; Evers JL y  cols, 1995). Sin embargo, los 
niveles de uPA en cultivos de células endometriales estromales son 
menores en el tejido eutópico y ectópico de mujeres con endometriosis 
y su expresión se mantiene estable en el tiempo (Guan YM y cols, 
2002). Este escenario sugiere que inicialmente y  en aras de promover 
la diseminación e implantación de las lesiones, éstas promoverían la 
fibrinolisis del tejido donde se van a implantar. Posteriormente y una 
vez implantado, la fibrinolisis estaría  disminuida o inhibida en los 
tejidos endometriósicos un vez implantados para evitar su 
degradación. 
1. 2. 5. 2 Líquido peritoneal  
 El hallazgo de niveles de tPA y  uPA aumentados en el líquido 
peritoneal en mujeres con endometriosis o adherencias peritoneales 
establecidas podría sugerir una activación secundaria del sistema 
fibrinolítico para limitar la formación de nuevas adherencias 
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(Edelstam G y col, 1998). La administración intraperitoneal de 
anticuerpos anti PAI-1 ha demostrado reducir la incidencia de 
adherencias tras una lesión quirúrgica del peritoneo, probablemente 
por limitar la disponibilidad de PAI-1 para la inhibición del tPA (Falk 
K y cols, 2001).
Existen resultados conflictivos en la literatura en relación a la 
actividad fibrinolítica en el líquido peritoneal de las mujeres con 
endometriosis (Duselman GA y cols, 1988). Algunos autores han 
descrito una actividad del activador del plasminógeno en el líquido 
peritoneal similar en pacientes con o sin endometriosis (Batzofin JH y 
cols, 1985). Sin embargo, Astedt y  Nordenskjold (1984) encontraron 
un aumento en los niveles de activadores del plasminógeno en el 
líquido peritoneal de las mujeres con esta enfermedad.
 Al estudiar los inhibidores fibrinolíticos en el líquido peritoneal 
se observan resultados diversos que varían en función de la técnica 
utilizada y el estadio de la enfermedad. Bruse y cols (1998) 
encontraron una mayor concentración de PAI-2 en el líquido 
peritoneal de las mujeres con endometriosis al compararlas con los 
controles libres de enfermedad. Estos resultados podrían explicarse 
por la existencia de una mayor actividad de los macrófagos 
peritoneales en las mujeres con endometriosis que serían responsables 
del aumento de la secreción de PAI-2 al medio peritoneal. Por el 
contrario, cuando se estudian exclusivamente los estadios iniciales de 
la enfermedad, con presencia de implantes peritoneales pero sin 
síndrome adherencial asociado, se evidencia una disminución de los 
niveles de PAI-2 en líquido peritoneal (Bruse C y cols, 1998). Además, 
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los niveles de PAI-2 antigénico aumentan tras la liberación quirúrgica 
de las adherencias (Edelstam G y cols, 1998). En síntesis, el aumento 
del nivel de uPA en el líquido peritoneal de mujeres con endometriosis 
sugiere que el sistema fibrinolítico se activa secundariamente para 
limitar la neoformación de adherencias.
 Estos datos hacen hipotetizar un papel dual de la fibrinolisis 
durante el desarrollo de la endometriosis. Durante los estadios 
iniciales se favorecería la implantación promoviendo la fibrinolisis 
mientras que durante estadios más avanzados se favorecería la 
estabilidad y  mantenimiento de los implantes mediante la inhibición 
de la misma.
 Con todo ello parece que, por los estudios tanto en tejido 
endometriósico como a nivel peritoneal,  el sistema fibrinolítico juega 
un papel importante en el desarrollo de esta enfermedad, que vamos a 
tratar en el presente trabajo de determinar. En este sentido la 
activación de la fibrinólisis endógena surge como una vía terapeútica 
adecuada para la inhibición de los implantes;  y esta fibrinolisis se 
podría promover más en concreto mediante la inhibición del PAI-1. 
Con este fin, sería coherente  realizar estudios dirigidos a inhibir la 
función del mismo, para lo cual existen inhibidores comerciales en el 
mercado, que pasaremos a describir a continuación.
1.3 Inhibidores farmacológicos del PAI-1
  Los avances en el desarrollo de pequeñas moléculas inhibidoras 
del PAI-1 ha surgido a consecuencia de las recientes investigaciones 
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en nuevas terapias antitrombóticas. Los efectos antitrombóticos de la 
inhibición del PAI se obtienen mediante la potenciación de  la 
actividad fibrinolítica endógena sin afectar directamente a la 
coagulación sanguínea ni a la función plaquetar. El análisis fenotípico 
de la deficiencia del PAI tanto en humanos como en roedores sugiere 
que la inhibición del PAI no conduce a hemorragias severas o otros 
efectos adversos mayores. Así pues, los inhibidores del PAI 
representan una nueva clase de fármacos antitrombóticos con un 
índice terapeútico más amplio que los convencionales agentes 
antiplaquetarios o anticoagulantes. Además de en el campo de la 
trombosis, el PAI-1 también juega un papel importante en otros 
procesos patológicos como las enfermedades inflamatorias, la fibrosis 
pulmonar inducida por quimioterapia, la progresión del cáncer o la 
endometriosis, como pretendemos demostrar en este estudio. El 
desarrollo prometedor de los inhibidores del PAI en el terreno de la 
anticoagulación nos abriría puertas para su aplicación en otras áreas 
como las arriba mencionadas, entre ellas la de la endometriosis. 
(Qingyu Wu and Zuchun Zhao, 2002).
1.3.1 Inhibidores de uso clínico
 Existen en el mercado diversos fármacos comercializados para 
otros fines diferentes de la terapia antitrombótica que entre sus 
mecanismos de acción se ha descubierto posteriormente que producen 
una disminución del PAI-1; así como ejemplo, tenemos los citados a 
continuación: 
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-Fibratos (gemfibrozilo): estos agentes antihiperlipidémicos  han 
demostrado una disminución de la producción del PAI-1 dosis 
dependiente en cultivos de células endoteliales (Fujii, S y  cols, 1993 
y 1995).
-Raloxifeno y tamoxifeno: son compuestos derivados de los 
estrógenos desarrollados para el tratamiento de la osteoporosis y el 
cáncer de mama respectivamente (Mitlak, B.H y cols 1999; 
Goldfrank, D. y cols 1999). Han demostrado inhibir la secreción de 
PAI-1 inducida por IL-1 en células endoteliales humanas. 
( Kilbourne y cols, 1999).
-Medicina tradicional China: El Panax notoginseng ha sido 
utilizado en la medicina China como tonificante de la circulación 
sanguínea. Zhang y  cols examinaron los efectos del 20 (‘S)-
protopaxatrol notoginsenosido R1 (NR1), el mayor constituyente de 
esta hierba medicinal  en la síntesis del t-PA y del PAI-1 en cultivos 
de células endoteliales y encontraron que el NR1 estimulaba la 
producción de t-PA de manera dosis dependiente (Zhang y cols 1994, 
1997).  Además inhibía la inducción del lipopolisacarido del PAI-1 y 
la sintesis del factor tisular en estas células. El Astragalus 
Menbranaceus es otra hierba medicinal China usada para mejorar la 
circulación sanguínea. En cultivos celulares, el saponin astrogalósido 
IV (AS-IV), el mayor principio activo del Astragalus, ha demostrado 
aumentar la expresión de tPA y disminuir la de PAI-1  en cultivos de 
células endoteliales humanas ( Zhang y cols 1997).
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1.3.2 Inhibidores en desarrollo
 A consecuencia del  demostrado papel que juega la inhibición 
del PAI-1 en diversos trastornos trombóticos, se han ido desarrollando 
a lo largo de los últimos años diversos anticuerpos policlonales y 
monoclonales, oligonucleótidos e incluso, más recientemente, 
pequeñas moléculas dirigidos a la inhibición del mismo. Para ello se 
han ido realizando estudios preclínicos en modelos animales con el fin 
de obtener inhibidores del PAI cada vez más novedosos y  con mejor 
biodisponibilidad y farmacocinética. A continuación citaremos 
algunos de los más relevantes:  
a) Anticuerpos monoclonales y péptidos: como ejemplo tenemos 
MAb2 (Nielsen,L.S. y cols, 1986), MA-8H9D4, MA-33B8, 
MA-33H1F7, MA-35A5, MA-55F4C12, MA- 56A7C10 
(Debrock, S.y  Declerck, P. J,1997) o el péptido 17-mer 
(Chavakis y cols, 2002)  
b) Pequeñas moléculas: Las podríamos dividir en dos grupos:
 => Inhibidoras de la producción del PAI-1: Testadas en células 
endoteliales, como por ejemplo los fibratos (fármaco comercializado 
para tratamiento de la hiperlipemia) (Fujii, S y cols, 1993 y 1995), el 
3,4,5-trimetoxibenzolideno o T686 (Vinogradsky, B y  cols 1997) y 
otros derivados del butadieno como el T-2639 (Miyazaki H y  cols, 
2008 y 2010).
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 => Inhibidoras de la actividad del PAI-1: Testadas en modelos 
preclínicos, se dispone de una amplia variedad: 
  - derivados de las piperazinas: XR334 (Bryans y cols, 
1996), XR5118 (Einholm, A. P. y  cols, 2003) XR11211 (Folkes, A. y 
cols, 2001), AR-H029953XX (Gils, A. y  cols, 2002), S35225 (Rupin, 
A y cols, 2008) ó ZK 4044 (Liang, A y cols, 2005)
  - derivados de las oxodiazolidinodionas y del ácido 
indol-2-carboxílico: como el  WAY 14312 (Crandall, D. L y cols, 
2003) Aleplasinin ó PAZ 417 (Jacobsen, J. S. y cols, 2008)  y el 
Triplaxtinin ó PAI 039 (Elokdah, H. y cols, 2004). De  entre todos 
ellos profundizaremos en este último por ser de largo el más potente y 
mejor estudiado. 
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FIGURA 1.7 Inhibidores del  PAI-1 derivados de las 
oxodiazolidinodionas y del acido  indol-2-carboxílico
  El Triplaxtinin o PAI-039 ha sido identificado como un potente 
y selectivo inhibidor del PAI-1 usado en variedad de ensayos in vitro y 
con eficacia demostrada in vivo en múltiples modelos de trombosis 
arterial aguda. Recientemente ha sido probado para investigar el papel 
del PAI-1 en el remodelado tisular en un modelo de ratón al cual se le 
ha activado el sistema renina-angiotensina-aldosterona (SAA): La 
angiotensina II promueve la fibrinolisis cardiaca y el remodelado 
vascular a través de la activación del PAI (Vaughan DE y cols, 1995; 
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Oikawa T y  cols, 1997; Chen HC y cols, 2000). El tratamiento con 
PAI-039 aislada reduce la actividad plasmática del PAI-1 y  disminuye 
los niveles plasmáticos de glucemia sin afectar al sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SAA). El tratamiento tras la activación del 
SAA mediante la infusión en el ratón de Angiotensina II con PAI-039 
proporciona protección contra la angiotensina II, evitando la 
inducción del remodelado aórtico (a través de mecanismos que 
implican alteraciones en la expresión de genes de osteopontina) sin 
alterar la respuesta presora del sistema, lo que disminuiría el daño 
vascular en este modelo (Alec D. Weisberg y cols, 2005).
 El PAI 0-39 tiene una biodisponibilidad oral excepcional, es 
metabólicamente estable, con amplia seguridad toxicológica testada en 
múltiples estudios animales, y  es fácil de sintetizar en grandes 
cantidades. Estas características químicas y fisiológicas, unidas a su 
única actividad profibrinolítica sin asociación a sangrado, hace de él 
un excelente candidato para su desarrollo clínico (Hassan Elokdah y 
cols, 2004).
 Como hemos planteado, estos inhibidores del PAI, además del 
potencial para la prevención de la enfermedad trombótica y 
ateroesclerótica podrían ser útiles en la prevención y  tratamiento de 
otros procesos como el cáncer invasivo o la fibrosis inducida por 
quimioterapia. En este trabajo pretendemos aplicarlos a un campo 
nuevo hasta ahora como es el estudio y el tratamiento de la 
endometriosis. Para poder evaluar esta posibilidad se precisa de un 
modelo adecuado que reproduzca tan fisiológicamente como se 
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posible dicha enfermedad. Las ventajas e inconvenientes de los 
modelos existentes a tal fin se desglosan en el siguiente apartado.
1.4 Modelos animales para el estudio de la endometriosis 
  Existen numerosos grupos de investigación inmersos en el 
estudio de nuevas terapias, haciendo uso de modelos animales 
(Delgado-Rosas y cols, 2011; Becker CM y cols, 2006; Ricci AG y 
cols, 2011; Ozer H y cols, 2013). Dentro de estos, los más atractivos 
como veremos posteriormente son los modelos murinos que permiten 
el seguimiento no invasivo del desarrollo de la enfermedad. 
 A pesar de que la endometriosis sólo aparece de manera 
espontánea en algunos primates (entre ellos los humanos), puede ser 
inducida en roedores. Las ventajas que presentan los modelos en 
roedores son su bajo coste, el gran conocimiento de la biología de 
estos animales, la facilidad para inducir lesiones similares a la 
endometriosis, la posibilidad de usar animales transgénicos y la 
capacidad de realizar ensayos con un alto número de individuos. 
(Becker y cols, 2006; Fortin M  y cols, 2004; Fortin M y cols, 2003). 
Sin embargo también cuentan con una serie de inconvenientes, como 
son las diferencias en la fisiología de la reproducción (ausencia de 
ciclo menstrual entre otras), la lejanía filogenética con nuestra especie 
y la posibilidad de que los fármacos evaluados tengan distintos efectos 
en roedores que en humanos. En función de cómo induzcamos dicha 
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enfermedad, hablaremos de modelos homólogos o heterólogos, los 
cuales describiremos a continuación.
1.4.1 Modelos murinos heterólogos
 Los modelos heterólogos se obtienen al implantar, en un 
animal inmunodeprimido, una porción de biopsia endometrial de una 
donante de origen humano. Aunque la tasa de implantación ronda el 
30%, esta puede elevarse al 100% cuando los implantes son cosidos o 
pegados. Este dato es importante si se van a realizar ensayos con 
posibles fármacos, ya que si el número de lesiones es diferente entre 
los animales testados, los resultados pueden verse comprometidos 
(Grummer R y cols, 2001).
 Tradicionalmente, los ratones más ampliamente utilizados en 
este tipo de estudios han sido los atímicos (Nude-NU), que carecen de 
células T maduras. Sin embargo, a pesar de ser ratones 
inmunodeprimidos, los implantes no son capaces de progresar más 
allá de la cuarta semana, ya que a partir de la tercera semana se 
pueden observar linfocitos en el tejido extraño (Grummer R y cols, 
2001). Con el fin de evitar estos problemas, se han empleado ratones 
con un sistema inmune todavía más deprimido, como son los ratones 
SCID (severe combined immunodeficient) o los ratones (NOD)-SCID 
(non-obese diabetic severe combined immunodeficient), que carecen 
tanto de células T como de células B funcionales. En estos ratones 
severamente inmunodeprimidos, la tasa de implantación es mayor que 
en los ratones atímicos y los implantes son funcionales durante más de 
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4 semanas (Grummer R y cols, 2001) Posteriormente, se desarrollaron 
los ratones NOD/SCID/γCnull(NOG) que son además deficientes en 
células NK. Con este modelo, el grupo de Matsuda-Sawada, consiguió 
inducir un ciclo menstrual de 28 días mediante el suministro de 
hormonas a ratonas ovariectomizadas (Matsuura-Sawada R y cols, 
2005). Por otra parte, en 2004, Greenberg y Slayden utilizaron un 
ratón knockout [RAG-2/γ(c)KO] deficiente tanto en linfocitos B y  T 
como en células NK funcionales. En este modelo fueron capaces de 
inducir endometriosis y  además mimetizar cuatro ciclos menstruales 
consecutivos mediante la administración de estrógenos y progesterona 
(Greenberg LH, Slayden OD, 2004). Este tipo de modelo se emplea 
principalmente para testar compuestos farmacéuticos y  para estudiar la 
angiogénesis de las lesiones endometriósicas. Entre las ventajas que 
presentan frente a los modelos homólogos se encuentran el uso de 
endometrio humano para el desarrollo de las lesiones y la capacidad 
para realizar estudios más o menos largos. Sin embargo, no hay  que 
olvidar que se trata de ratones inmunodeprimidos, lo que puede 
afectar al desarrollo de la enfermedad.
 Recientemente el empleo de modelos heterólogos se ha 
popularizado a raíz de la introducción de la monitorización no 
invasiva de los mismos gracias al uso de fluorescencia inducida por la 
infección del tejido previo a su implantación con virus modificado 
genéticamente a tal fin. La principal limitación de estos animales es 
que al carecer de sistema inmune completo no permiten evaluar en su 
total complejidad el papel que el sistema inmunitario pudiera tener 
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sobre la endometriosis. A fin de paliar tal limitación se han 
desarrollado modelos inmunocompetentes como los que mencionamos 
a continuación.
1.4.2 Modelos murinos homólogos 
  Los modelos homólogos para endometriosis se obtienen al 
implantar una pequeña porción de cuerno uterino murino en la cavidad 
peritoneal o en el asa intestinal del mismo animal o de un individuo 
singénico. Ambos animales (donante y receptor) deben ser 
ovariectomizados y  tratados con estrógenos a fin de que no haya 
diferencias estrogénicas entre ellos. Para estos estudios se utilizan 
animales inmunocompetentes. Este tipo de modelo se ha desarrollado 
con ratas, ratones, hámsters y conejos, aunque se han empleado con 
mayor frecuencia los dos primeros. Entre las ventajas con las que 
cuentan los modelos homólogos para endometriosis se encuentra la 
capacidad de emplearlos para estudios largos (ya que no presentan 
rechazo a los implantes) y  la no dependencia de las donaciones de 
endometrio. Por otra parte, uno de los principales inconvenientes que 
presenta este tipo de modelos es que el endometrio no suele separarse 
del miometrio para realizar los implantes, por lo que al evaluar el 
tamaño y el peso de las lesiones producidas, la presencia del 
miometrio puede distorsionar los resultados. Además la expresión de 
citoquinas y quimoquinas de los implantes endometriósicos es similar 
a la de la endometriosis humana (Umezawa M y cols, 2012). Otro de 
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los inconvenientes serían lo poco fisiológico que resultan en 
comparación con el humano por dos características como son:
- La necesidad de aporte exógeno de estradiol para mantener el 
implante dado que estos animales están ovariectomizados.
- Los roedores no menstrúan sino que tiene ciclos estrales de 
descamación, a diferencia de lo que ocurre en el humano. 
 Algunas de las desventajas de los modelos homólogos han 
sido superadas recientemente en un trabajo de Modelo homólogo 
mejorado o actualizado (Cheng y cols, 2011). En dicho modelo un 
tejido más parecido al menstruante es generado gracias a la inducción 
de la decidualización en útero murino. Posteriormente este tejido 
pseudodecidualizado de ahora en adelante conocido como pseudo- 
menstruante, es el que será implantado en los receptores. En dicho 
estudio Charnock-Jones (Cheng y  cols, 2011) evidenció que cuando 
así se producía, el tejido implantado podría sobrevivir sin necesidad 
de aporte exógeno de estradiol tan sólo con las variaciones cíclicas 
endógenas del primo animal receptor.  Si bien la monitorización no 
invasiva todavía no se he ensayado en este modelo animal, no es 
difícil imaginar que podría realizarse de igual modo al existente en el 
modelo heterólogo, lo cual la hace todavía más atractiva.  Por todas 
estas características que más lo asemejan a la fisiología humana, este 
modelo de Charnock será el que utilicemos en nuestro estudio tal y 
como se describirá posteriormente. 
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1.5 Justificación del uso de modelo homólogo y del PAI-039 para 
evaluar el papel de la inhibición del PAI en endometriosis en el 
presente trabajo
 
 Llegados a este punto ya contamos con todos los elementos 
necesarios para plantear el estudio de nuestro interés como son:  
a) Una hipótesis de trabajo atractiva: Atendiendo a los estudios sobre 
la expresión del sistema fibrinolítico en condiciones patológicas de 
endometriosis así como a los  resultados  obtenidos en el trabajo de 
Gomez y cols, sobre el efecto de la quinagolida en la reducción de 
lesiones endometriósicas, se hipotetiza que la inhibición del PAI y por 
tanto la potenciación de la fibrinolisis endógena tendría un papel 
beneficioso sobre las mismas.
b)  un modelo animal adecuado: Para llevar a cabo el estudio existen 
actualmente modelos animales homólogos inmunocompetentes en los 
que se podría potencialmente realizar una monitorización no invasiva 
de las lesiones de endometriósicas desarrrolladas para que muestren 
un comportamiento fisiológico más parecido al humano.
c) un compuesto adecuado para la experimentación funcional: En este 
sentido para demostrar nuestra hipótesis disponemos de varias 
sustancias capaces de inhibir el PAI entre las cuales hemos 
seleccionado el PAI-039 por tratarse de uno de los inhibidores más 
potentes y mejor estudiados en modelo in vivo hasta la fecha:  además 
de una excelente biodisponibilidad oral,  presenta una amplia 
84
seguridad toxicológica, buena farmacocinética y facilidad para 
sintetizarlo en grandes cantidades. 
 Con todo ello ya estamos listos para formular la hipótesis de 
trabajo sobre la que se asienta esta tesis tal y  como detallamos a 
continuación.
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2.- HIPÓTESIS DE TRABAJO
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  Planteamos que la inhibición del PAI (inhibidor del activador del 
plasminógeno) y por tanto la potenciación de la fibrinolisis endógena 
tendría un papel beneficioso sobre la endometriosis una vez bien 
establecidas las lesiones.
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3.- OBJETIVOS
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- OBJETIVO PRINCIPAL: Evaluación del papel terapéutico de 
la inhibición del PAI-1 (inhibidor del activador del 
plasminógeno) en el tratamiento de la endometriosis en un 
modelo animal murino homólogo mediante determinación de 
su efecto sobre el tamaño de las lesiones.
- OBJETIVO SECUNDARIO: Evaluar si las acciones de 
inhibición del PAI-1 cursan con afectación de la angiogénesis, 
el tamaño de la matriz extracelular y el reclutamiento de 
macrófagos. 
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4.- MATERIAL Y MÉTODOS
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 Quisiéramos esbozar brevemente el diseño experimental 
seguido para acometer nuestros objetivos a fin de que el lector pueda 
ubicar con mayor precisión la racionalidad de los protocolos 
experimentales que se describen en este apartado:  
  Para llevar a cabo nuestro  proyecto se implantó en tejido 
subcutáneo de ratones hembra (n=9) inmunocompetentes 1 fragmento 
de tejido endometrial obtenido de ratones hembra de la misma cepa 
previamente marcado con proteína fluorescente mcherry. Durante el 
curso de 15 días (D8 al D21) se les administró a los animales 
triplaxtinin como compuesto inhibidor de PAI-1 o placebo y se 
monitorizó de manera no invasiva el tamaño de los fragmentos a partir 
de la cuantificación de la fluorescencia emitida por la proteína de 
marcaje. La monitorización de la señal se llevó a cabo mediante un 
aparato IVIS acoplado a un aparato de anestesia inhalatoria. La 
cuantificación de la señal se determinó mediante software de J image 
asociado al Carestream. Al finalizar la monitorización se procedió al 
sacrificio de los animales y obtención de las lesiones endometriósicas 
y muestras de sangre. Se procedió a identificar mediante ELISA las 
concentraciones y actividad de PAI-1 en sangre a fin de verificar la 
actividad del inhibidor de PAI-1 administrado. En cuanto a las 
lesiones se sometieron a inmunohistoquímica a fin de identificar 
marcadores específicos de vascularización (CD31), proliferación 
(Ki-67), apoptosis (TUNEL), macrófagos (F4/80) y colágeno (KN). 
Las señales obtenidas fueron cuantificadas objetivamente mediante 
software de análisis de imagen específico (Image proplus) utilizando 
macros previamente utilizadas por nuestro grupo (Gomez y cols, 
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2011). La existencia de diferencias significativas entre los dos grupos 
fue evaluada estadísticamente mediante tests paramétricos o no 
paramétricos atendiendo a la distribución homogénea o no de los datos 
obtenidos.
4.1 Marcaje celular mediante adenovirus recombinante
  Una manera actual ampliamente utilizada para marcar células 
de interés para su posterior localización o seguimiento consiste en la 
introducción en las mismas de genes que codifican para proteínas 
fluorescentes, como es el caso de la proteína verde fluorescente (GFP, 
del inglés Green Fluorescent Protein), todas las derivadas de la misma 
(CFP, del inglés Cyan Fluorescent Protein; YFP, del inglés Yellow 
Fluorescent Protein) y mCherry entre otras.
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FIGURA 4.1 Ejemplos de proteínas fluorescentes empleadas. A) Se 
muestra la fluorescencia debida a distintas proteínas fluorescentes. B) 
Se muestran los espectros de emisión de 5 de las proteínas 
fluorescentes más empleadas en el campo de la investigación.
Existen básicamente tres técnicas de transferencia génica en células de 
mamífero:
· El método del fosfato cálcico: Se utiliza principalmente cuando 
se busca una expresión transitoria del gen de interés, aunque es 
muy ineficiente.
· La microinyección: Se basa en realizar una fertilización in vitro 
y en, previamente a la fusión de los pronúcleos, inyectar la 
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construcción de DNA en el pronúcleo masculino. Se utiliza 
principalmente para conseguir la expresión de una determinada 
proteína en todo un organismo.
· Empleo de virus como vectores: Se trata del método más eficaz 
para la transferencia de genes a células de mamíferos, y es el que 
se decidió emplear en la presente tesis doctoral, razón por la cual 
se procede a explicar con más detalle a continuación.
  Como parte de su ciclo replicativo, los virus atacan a las 
células huéspedes introduciendo en las mismas su material genético. 
Este material genético contiene instrucciones básicas sobre cómo 
producir más copias virales, secuestrando a la maquinaria celular. 
Bajo dichas instrucciones las células huéspedes producen copias 
adicionales del virus que pueden infectar a nuevas células y así 
sucesivamente. Algunos tipos de virus, de hecho, introducen 
físicamente sus genes en el genoma de la célula huésped, donde 
residen hasta el momento de la muerte de dicha célula. Debido a estas 
particularidades, los virus pueden ser utilizados como vehículos para 
introducir genes de interés en células humanas, de animales o de 
plantas. No obstante, dicha explotación de los virus como vectores de 
genes requiere de la modificación genética del genoma viral para 
eliminar todos aquellos genes responsables de la patogenicidad de los 
mismos. Dichos genes, son reemplazados por los genes de interés, es 
decir, aquellos genes que una vez dentro de la célula diana producen el 
efecto o efectos deseados (por ejemplo, la expresión de una proteína 
fluorescente por parte de la célula diana). 
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  Actualmente, los dos tipos de virus más ampliamente 
utilizados como vectores son los retrovirus y  los adenovirus, si bien 
otros virus pueden ser utilizados con tal fin (virus adeno-asociados, 
lentivirus, herpes virus, etc.). Los adenovirus son capaces de infectar 
células en división y  células en no división y no integran sus genes en 
el genoma celular. Estas características determinan que se utilicen 
como vectores para introducir genes de interés en células en división y 
en no división cuando se desea una expresión transitoria de dichos 
genes en la célula diana. Los retrovirus, por su parte, sólo son capaces 
de infectar a células en división e integran sus genes en el genoma 
celular, por lo que su empleo como vectores lleva a una expresión 
estable del gen o genes de interés en la célula huésped.
  En esta tesis doctoral se ha recurrido al empleo de un vector 
adenoviral de tipo 5 en cuyo genoma ha sido introducido el gen que 
codifica para mCherry, una proteína fluorescente roja. Estos vectores 
virales han sido empleados para conseguir el marcaje fluorescente de 
tejido endometrial “menstruante” murino, marcaje que posibilita su 
seguimiento in vivo.
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FIGURA 4.2 Proceso de construcción de vectores adenovirales. 
Imagen modificada de la página web www.vectorbiolabs.com
4.1.1 Amplificación del adenovirus recombinante Ad-mCherry
  En primer lugar, se sembraron células HEK293 FT 
(Invitrogen) en frascos de cultivo T175 con medio DMEM-F12 
conteniendo un 10% de suero fetal bovino, 0,1 mM de aminoácidos no 
esenciales MEM (Invitrogen), 1% de penicilina/estreptomicina 
(Invitrogen), 1 nM de piruvato sódico MEM  (Invitrogen), 500 µg/ml 
de geneticina (Invitrogen) y  6 mM de L-Glutamina (Invitrogen). En 
dicho medio se incubaron durante 24-48 h a 37 ºC hasta alcanzar un 
70-80% de confluencia. A continuación, se reemplazó el medio de 
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cultivo por medio fresco con el adenovirus Ad-mCherry (1767, Vector 
biolabs), a una concentración de 5-10 UFP/célula. Se incubaron las 
células durante 3-4 días a 37 ºC, observando los efectos citopáticos, 
así como el grado de levantamiento de las células, dos veces por día. 
Cuando el 80% de las células se habían despegado, la suspensión se 
transfirió a tubos limpios y se centrifugó a 100 g durante 5 min a 
temperatura ambiente (TA), almacenándose el sobrenadante a -20 ºC. 
El pellet se resuspendió en un volumen final de 10 mL y se lisaron las 
células del mismo mediante tres ciclos consecutivos de congelación-
descongelación. Finalizados estos tres ciclos, las células se 
centrifugaron a 800 g durante 10 min para precipitar los restos. Se 
descartó el pellet y se recolectó el sobrenadante, que se alicuotó y se 
guardó a -20 ºC.
4.1.2 Determinación de la concentración de partículas víricas 
infectivas
  Para establecer la concentración de partículas víricas 
infectivas tras la amplificación del Ad-mCherry se empleó el 
QuickTiter Adenovirus Titer ELISA Kit (Cell Biolabs) siguiendo las 
instrucciones del proveedor. Se suspendieron células HEK293 FT en 
medio de cultivo y  se sembraron en una placa de 96 pocillos en la que 
se incubaron a 37 ºC y  5% de CO2 durante 1 h. A continuación, se 
prepararon diluciones seriadas de un control positivo Ad-β 
galactosidasa y del Ad-mCherry amplificado en el paso anterior, y se 
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añadieron a los pocillos de la placa, incubándola a 37ºC y  5% de CO2 
durante 2 días. Para asegurar la exactitud de las medidas, cada 
dilución se ensayó por duplicado. Tras dicha incubación, se desechó el 
medio y las células se fijaron añadiendo metanol frío e incubando 20 
min a -20 ºC. Posteriormente, se realizó un bloqueo de 1 h con 1% de 
BSA en PBS a TA y en agitación. Finalizado dicho bloqueo, se realizó 
una incubación de 1 h a TA y en agitación con un anticuerpo frente a 
los hexones de los adenovirus. Seguidamente, se incubó con un 
anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa de rábano (HRP) 
durante 1 h a TA y en agitación. Por último, se añadió a los pocillos 
tetrametil bencidina  atemperado y  se incubó durante 5-10 min, 
deteniéndose la reacción con la solución de stop y midiendo la 
densidad óptica a 450 nm en cada uno de los pocillos. La 
concentración de partículas virales infectivas se determinó a partir de 
la curva estándar construida con los valores de absorbancia de las 
distintas diluciones del Ad-β-galactosidasa empleado como control 
positivo.
4.2 Experimentación animal
  La experimentación animal se realizó en el estabulario 
autorizado de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Valencia, 
de acuerdo con la normativa vigente y  respetando los procedimientos 
de manejo y sacrificio recomendados por las legislaciones española y 
europea (Real Decreto 1201/2005, B.O.E. 252, 10 de Octubre de 2005 
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y el Convenio Europeo 1-2-3, 18 de marzo de 1986). Los 
procedimientos de experimentación fueron acordes con los Principios 
del Cuidado de Animales de Laboratorio (Nacional Institutes of 
Health, NIH; publicación nº 85-23, revisado en 1985). 
  Los animales se mantuvieron bajo condiciones controladas de 
luz (12 horas de luz, 12 horas de oscuridad), temperatura (22 ± 2ºC) y 
humedad relativa (55 ± 10%), con libre acceso a comida (en formato 
pellet) y bebida. 
  Se utilizaron ratones hembra de 6-7 semanas de edad de la 
cepa B6N-Tyrc-Brd/BrdCrCrl (aproximadamente 20-25 g), una cepa 
albina derivada de la cepa C57Bl/6 por mutación espontánea. Los 
ratones de esta cepa poseen en homocigosis una mutación en el gen de 
la tirosinasa que es la responsable de que sean albinos en lugar de 
negros. Al igual que la C57BL/6, es una cepa inmunocompetente 
(sistema inmune intacto) e isogénica (los individuos de la misma son 
prácticamente idénticos genéticamente).
FIGURA 4.3 Ratón de la cepa B6N-Tyrc-Brd/BrdCrCrl. Imagen 
sacada de la página web oficial de Charles River.
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  El hecho de tratarse de una cepa albina e isogénica fue el que 
determinó la elección de esta cepa, pues ambas características son 
fundamentales para establecer un adecuado modelo homólogo no-
invasivo. Así, por un lado, el alotrasplante necesario para establecer el 
modelo murino homólogo requiere del empleo de una cepa isogénica, 
para evitar el rechazo de los implantes. Por otro lado, la pigmentación 
de la piel (ausente en los ratones albinos) enmascara en gran medida 
cualquier señal fluorescente existente por debajo de la piel (es decir, 
actúa como barrera para la detección de una señal fluorescente más 
profunda), por lo que el empleo de una cepa albina permite mejorar la 
monitorización de la señal fluorescente de los implantes. 
4.2.1 Obtención de tejido endometrial “menstruante” de ratonas 
donantes
  Se ovariectomizaron 22 ratones hembra de la cepa B6N-Tyrc-
Brd/BrdCrCrl de 6-7 semanas de edad adquiridas en Charles River. 
Dicha intervención se hizo bajo anestesia inhalatoria (5% isoflurano 
para inducción, y  2% para mantenimiento), previa administración de 
analgesia (buprenorfina, 0,1 mg/kg), con el fin de reducir al mínimo el 
sufrimiento animal. Una semana después de la ovariectomía y con el 
fin de inducir un ciclo menstrual, estas ratonas fueron sometidas al 
tratamiento hormonal con estradiol (E2, Sigma-Aldrich, Inc.) y 
progesterona (P4, Sigma-Aldrich, Inc.) descrito en la Tabla 4.1. La 
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decidualización del endometrio característica del ciclo menstrual se 
mimetizó mediante la inyección de aceite mineral en el útero de los 
animales. Esta inyección se hizo mediante cirugía, anestesiando a los 
animales con isoflurano (previa inyección de analgesia) y 
realizándoles una incisión en la piel (en la parte abdominal) y dos 
incisiones en peritoneo para acceder a cada uno de los cuernos 
uterinos. En la inyección empleó una aguja de calibre 27G, 
inyectándose 20 µl de Peanut Oil (Sigma-Aldrich, Inc.) en cada uno 
de los cuernos uterinos de cada animal. 
  Transcurridas 60 h desde la inyección de E2+P4 del D8, las 
ratonas sujetas al tratamiento descrito se sacrificaron y  se les extrajo el 
útero. El tejido endometrial “menstruante” se obtuvo frotando 
suavemente con unas pinzas curvas los dos cuernos de dichos úteros y 
se recogió en un pequeño volumen de medio DMEM-F12 con 
antibióticos (medio DMEM-F12, 10% suero fetal bovino, 1 µg/mL 
fungizona y 1% penicilina/estreptomicina), conservándose en hielo 
hasta el momento de la infección viral.
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4.2.2 Marcaje del tejido endometrial “menstruante”
  El tejido endometrial “menstruante” obtenido se marcó 
fluorescentemente para su seguimiento in vivo. Dicho marcaje se 
realizó incubando el tejido con el Ad-mCherry  en medio DMEM-F12 
sin antibióticos (medio DMEM-F12 con un 10% suero fetal bovino) a 
una concentración de 1·108 UFP ml durante 8 h a 37 ºC,  5% de CO2 y 
en agitación. Tras dicha incubación, el tejido se lavó con medio 
DMEM-F12 y se chequeó el marcaje fluorescente del mismo mediante 
microscopía de fluorescencia utilizando un microscopio Leica 
EL6000.
4.2.3 Trasplante del tejido endometrial “menstruante” a las 
ratonas receptoras
  Una vez marcado, el tejido endometrial se dividió en 9 
fracciones del mismo tamaño y se trasplantó subcutáneamente en 9 
ratonas de la misma cepa que las donantes (B6N-Tyrc-Brd/BrdCrCrl), a 
razón de una fracción por animal. Para realizar dicho trasplante, los 
animales fueron anestesiados mediante isoflurano (tal y  como se ha 
indicado anteriormente) y  se les realizó un bolsillo subcutáneo en la 
parte dorsal en el que se depositó el tejido endometrial marcado con la 
ayuda de unas pinzas. 
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4.2.4 Monitorización de la fluorescencia
  El seguimiento in vivo de los implantes se realizó dos veces 
por semana durante los 21 días posteriores al trasplante. Para dicho 
seguimiento se empleó el equipo Carestream In vivo FX-PRO 
(Bruker) excitando durante 40 segundos a una longitud de onda de 
550 nm y registrando a 600 nm. Previamente al registro de la 
fluorescencia, se depiló la zona donde se encontraba el implante 
haciendo uso de una crema depilatoria (Veet). Además, para la 
monitorización se emplearon unas plantillas negras adhesivas que solo 
dejaban al descubierto la zona del implante con el fin de monitorizar 
mejor la señal fluorescente. 
4.2.5 Tratamiento con inhibidor de PAI-1
  Parte de las ratonas receptoras (grupo tratado) fueron tratadas 
con el inhibidor de PAI-1 conocido como tiplaxtinin o PAI-039 (Axon 
biochem). Dicho inhibidor se reconstituyó en DMSO (Sigma-Aldrich, 
Inc.) y  se disolvió en agua autoclavada  para su administración oral 
mediante sonda a una dosis de 300 µg/día. Dicho tratamiento se inició 
8 días después del trasplante (momento en el que se espera que los 
implantes estén ya establecidos) y se prolongó hasta el momento del 
sacrificio de los animales (D21). Al grupo control se le administró el 
vehículo (DMSO) disuelto en agua autoclavada.
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  El área y  la intensidad de fluorescencia detectada in vivo a lo 
largo de este tratamiento se calculó haciendo uso del programa Image 
J.
4.2.6 Sacrificio y recogida de muestras
  Antes del sacrificio, y previa anestesia de los animales, se 
obtuvo una muestra de sangre de todas las ratonas receptoras mediante 
punción cardíaca. Inmediatamente después de su recolección (en 0,1 
M de citrato trisódico; 1 volumen por cada 9 de sangre), las muestras 
de sangre fueron centrifugadas a 3000 g durante 15 minutos,  tras lo 
cual se recolectó el plasma y se almacenó a -80ºC hasta su uso. 
  Las ratonas se sacrificaron por dislocación cervical, y se 
recogieron los implantes, comprobándose la fluorescencia de los 
mismos mediante el equipo de visualización in vivo anteriormente 
indicado. Estos implantes fueron fijados en paraformaldehído (PFA) 
4% (BDH Prolabo) para su posterior análisis histológico.
4.3 Análisis histológicos
4.3.1 Inclusión en parafina
  Los implantes sumergidos en PFA 4% se pasaron a una 
solución de etanol 70% 24 h después de su recogida. Una vez fijados, 
se incluyeron en parafina (Panreac), previa deshidratación mediante 
sucesivos pases por concentraciones crecientes de etanol y xilol 
(Merck), tal y como se muestra en la Tabla 4.2. Posteriormente, 
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empleando un microtomo de rotación HM-340E (Microm), se 
realizaron cortes seriados de 4 µm que se adhirieron a portaobjetos 
SUPERFROST® PLUS (Thermo Scientific).
TABLA 4.2 Pases realizados para la inclusión de las muestras en 
parafina
Reactivo Tiempo (min)
Etanol 70% 60
Etanol 96% 60
Etanol 96% II 60
Etanol 100% I 60
Etanol 100% II 60
Etanol 100 % III 60
Xilol I 20
Xilol II 20
Xilol III 20
Parafina I 60
Parafina II 60
4.3.2 Inmunohistoquímica e inmunofluorescencia en parafina
  La inmunohistoquímica es una técnica empleada para la 
detección de antígenos (por ejemplo, proteínas) en secciones de tejido 
basada en la reacción antígeno-anticuerpo. Su nombre deriva de las 
raíces “inmuno”, en referencia al empleo de anticuerpos, e “histo”, 
debido a que se aplica a secciones de tejido (a diferencia de la 
inmunocitoquímica).
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  Aunque existen distintos métodos inmunohistoquímicos el 
más comúnmente empleado es aquel en el que se utilizan un 
anticuerpo primario y un anticuerpo secundario marcado (método 
indirecto). Brevemente, en este método, tras desenmascarar el 
antígeno y bloquear las uniones inespecíficas, las secciones tisulares 
se incuban con un anticuerpo que reconoce específicamente al 
antígeno de interés (anticuerpo primario). Dicho anticuerpo queda, por 
ello, unido únicamente en aquellos sitios de la sección tisular donde se 
encuentra el antígeno de interés. A continuación, se añade a las 
secciones un anticuerpo que reconoce la fracción constante de los 
anticuerpos de una determinada especie (aquella en la que ha sido 
producida el anticuerpo primario). Este segundo anticuerpo se conoce 
generalmente como anticuerpo secundario y se caracteriza por ir 
conjugado a una enzima, en general la peroxidasa de rábano (HRP). 
Este anticuerpo se une a la fracción constante del anticuerpo primario 
empleado, formando una especie de sandwich. El revelado se realiza 
mediante diaminobenzamida (DAB), que es convertida por la HRP en 
un precipitado marrón. El resultado es el marcaje marrón de aquellas 
zonas del tejido donde se encuentra la molécula de interés.
113
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 Con el objetivo de amplificar la señal, se puede sustituir el 
empleo de anticuerpos secundarios directamente conjugados a la 
enzima de revelado por el empleo de anticuerpos secundarios 
conjugados a moléculas de biotina y moléculas de estreptavidina 
conjugadas al enzima de revelado.
FIGURA 4.5 Fundamento de la amplificación de la señal basada en 
biotina-estreptavidina
  En el caso de emplear un anticuerpo primario o secundario 
conjugado a un fluorocromo en lugar de a un enzima como la HRP, la 
misma técnica pasa a denominarse inmunofluorescencia, y la 
detección del antígeno requiere del empleo de microscopios de 
fluorescencia. Aunque la técnica de inmunofluorescencia se suele 
aplicar a secciones de tejido congelado, también es posible aplicarla a 
secciones de tejido embebidas en parafina tras eliminar 
adecuadamente la parafina existente.
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FIGURA 4.6 Inmunohistoquímica vs. Inmunofluorescencia. Se 
representa el fundamento de estas dos técnicas y diferencias entre 
ambas.
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  En esta tesis doctoral se han empleado anticuerpos primarios 
específicos para las siguientes moléculas de interés (antígenos):
· CD45. Receptor ligado a una tirosina fosfatasa que se expresa en 
todos los leucocitos (y, exclusivamente en este tipo celular) y 
que juega un papel crucial en la función de estas células.
· F4/80. Glicoproteína de superficie celular cuya expresión en 
ratón se restringe a los macrófagos, razón por la cual se emplea 
ampliamente como marcador de la población de macrófagos 
murinos.
· Citoqueratina. Proteína fibrosa que forma (junto con otras) los 
filamentos intermedios del citoesqueleto intracelular de las 
células epiteliales (incluyendo mucosas y glándulas). 
· Ki-67. Proteína nuclear asociada y necesaria para la 
proliferación celular. Se expresa durante todas las fases activas 
del ciclo celular (G1, S, G2 y mitosis) pero no en las células en 
reposo (G0).
· α-SMA. Actina citoplasmática presente en la pared de los vasos 
maduros y en la lámina muscular y en la lámina propia de la 
mucosa intestinal.
· mCherry. Proteína fluorescente roja derivada de una proteína 
aislada de Discosoma sp. Presenta un pico de absorción/emisión 
a 587 nm y 610 nm, respectivamente.
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· Fibrina. Proteína insoluble sintetizada a partir de fibrinógeno. 
Es el sustrato de la plasmina, la cual degrada las redes de fibrina 
dando lugar a fibrinopéptidos solubles en un proceso conocido 
como fibrinólisis.
  A continuación se procede a detallar el proceso que se siguió 
en esta tesis doctoral para detectar en las secciones tisulares las 
moléculas de interés anteriormente expuestas:
  Los cortes se desparafinaron mediante 1h a 60ºC y tres pases 
sucesivos por xilol (de 15 min cada uno), y se hidrataron mediante 
pases sucesivos por soluciones de etanol en concentraciones 
decrecientes (100%, 90%, 70%, 50% y H2O destilada), cada uno de 
ellos de una duración mínima de 10 min. Tras ello, y  a fin de exponer 
los grupos enmascarados por el aldehído (PFA), las muestras se 
introdujeron en una solución de 10 mM de citrato de sodio pH 6 
(Dako) en un microclave (J.P Selecta) a una presión de 1,5 Bar 
durante 3 min. Una vez atemperadas, éstas se sumergieron durante 15 
min en una solución de Metanol:H2O2 (29:1) para bloquear la 
actividad peroxidasa endógena. A continuación, y  con la finalidad de 
reducir el marcaje inespecífico, las muestras se incubaron durante 1 h 
en una solución con un 10% de suero perteneciente a la especie 
productora del anticuerpo secundario correspondiente. Tras este 
bloqueo, se procedió a la incubación con el anticuerpo primario 
correspondiente (Tabla 4.3), durante 30-60 min a TA o durante 18 h a 
4 ºC. Finalizada esta incubación, se realizaron tres lavados con TBST 
(Dako) y se incubaron a TA durante 1 h con el anticuerpo secundario 
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conjugado a biotina correspondiente (Tabla 4.4). Todos los 
anticuerpos, tanto primarios como secundarios, se diluyeron en una 
solución con un 1% de suero perteneciente a la especie productora del 
anticuerpo secundario. A continuación, las muestras se lavaron tres 
veces con TBST y  se incubaron durante 30 min a TA con el complejo 
avidina-biotina peroxidasa (ABC, Vectastain Elite, Vector 
Laboratories). Para el revelado de la reacción se utilizó un kit de 
diaminobenzimida como sustrato cromogénico para la peroxidasa 
(DAB, Vector Laboratories), siguiendo las recomendaciones del 
proveedor. La reacción química se paró con agua visualizando las 
preparaciones en un microscopio óptico para determinar el tiempo 
adecuado de revelado. Para poder contrastar la señal se realizó, a 
continuación, una tinción suave con hematoxilina y los cortes se 
deshidrataron mediante pases sucesivos por concentraciones 
crecientes de etanol (70%, 96%, 100% y 100 %) y por xilol (3 pases).
Finalmente, las muestras se montaron empleando el medio de montaje 
DePeX (BDH Prolabo) y se analizaron y fotografiaron mediante un 
microscopio de campo claro Leica DMI 3000B. En todas la 
inmunohistoquímicas realizadas se incluyó un control negativo del 
marcaje, el cual no se incubó con el anticuerpo primario 
correspondiente. 
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TABLA 4.3 Anticuerpos primarios utilizados en inmunohistoquímica 
e inmunofluorescencia
Anticuerpo primario Dilución
Tiempo de 
incubación
Rat anti-CD45 (R & D) 1:50 18 h a 4ºC
Goat anti-mCherry (Biorbyt) 1:100 1h a TA
Rat anti-F4/80 (Abd Serotec) 1:100 1 h a TA
Rabbit anti-Citoqueratina (Dako) 1:100 18 h a 4ºC
Rabbit anti-Ki67 (Abcam) 1:500 18 h a 4ºC
Rabbit anti-fibrin (Abcam) 1:250 18 h a 4ºC
Mouse anti-αSMA (Sigma) 1:200 30 min a RT
TA B L A 4 . 4 A n t i c u e r p o s s e c u n d a r i o s u t i l i z a d o s e n 
inmunohistoquímica e inmunofluorescencia
Anticuerpo secundario Dilución
Anti-rabbit biotinilado (Vector laboratories) 1:500
Anti-rat biotinilado (Vector laboratories) 1:500
Anti-goat biotinilado (Vector laboratories) 1:500
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 El análisis de la vascularización en las lesiones se realizó 
combinando una inmunofluorescencia frente α-sma con el empleo de 
la isolectina B4 conjugada a fluoresceína (Vector Laboratories 
FL-1201). Esta isolectina (aislada de Griffonia Simplicifolia) se utiliza 
ampliamente como marcador de células endoteliales de ratón, rata, 
cabra y conejo al unirse específicamente a una glicoproteína presente 
en la membrana de estas células en dichas especies y en otras especies 
no-primates. Brevemente, los cortes se desparafinaron y se hidrataron 
tal y como se ha detallado anteriormente. A continuación, se realizó el 
desenmascaramiento antigénico empleando una solución de 10 mM de 
citrato de sodio pH 9 (Dako) en un microclave (J.P Selecta) a una 
presión de 1,5 Bar durante 3 min. Una vez atemperadas, las secciones 
se incubaron durante 30 min a TA con una solución con 1mM CaCl2, 
1 mM MgCl2, 1mM  MnCl2, 0,05% Tween a pH 7,4. Finalizada esta 
incubación, las secciones se incubaron 10 min a TA con una solución 
de 1% BSA y otros 20 min a TA con la solución de 1mM CaCl2, 1 
mM MgCl2, 1mM MnCl2, 0,05% Tween a pH 7,4. Seguidamente, se 
incubaron las secciones con la isolectina B4 (conjugada a 
fluoresceína) a 20 µg/ml 18 h a 4ºC. Finalmente, las muestras se 
incubaron con un anticuerpo frente a α-sma conjugado a Alexa 594 
(Sigma) durante 30 min y  se montaron con medio de montaje con 
DAPI (Life Technologies) y se analizaron y fotografiaron mediante un 
microscopio de fluorescencia Leica EL6000.
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4.4  Tinción tricrómica 
  La tinción tricrómica es un tipo de tinción basada en el 
empleo de tres colorantes que permite visualizar las fibras de 
colágeno. En primer lugar, se emplea un tinte ácido (generalmente la 
escarlata de Biebrich), para teñir los elementos acidófilos del tejido, 
como es el caso del citoplasma, el músculo y el colágeno. En segundo 
lugar, se emplea ácido fosfotúngstico y/o fosfomolíbdico, que hace 
difundir el tinte ácido del colágeno pero no del citoplasma debido a la 
menor permeabilidad de este último. Por último, se emplea el azul de 
anilina, gracias al ácido fosfotúngstico y/o fosfomolíbdico, se une al 
colágeno. De esa manera es posible distinguir entre núcleo celular 
(teñido de lila-marrón), citoplasma (teñidas de rojo-rosado) y fibras de 
colágeno (teñidas de azul).
  A continuación se procede a detallar el proceso seguido en la 
presente tesis doctoral para detectar depósitos de colágeno en las 
secciones tisulares:
  Tras desparafinar e hidratar los cortes tal y como se ha 
indicado en el apartado anterior, éstos se incubaron durante 15 min en 
una solución de Bouin (Sigma-Aldrich, Inc.), precalentada a 56ºC. 
Trascurrida esta incubación, las muestras se enfriaron, se lavaron con 
H2O corriente y se incubaron con una solución de hematoxilina férrica 
de Weigert (Sigma-Aldrich, Inc.) durante 5 minutos. Seguidamente, 
los cortes se lavaron con H2O corriente, se aclararon con H2O 
destilada y se tiñeron con  fucsina ácida-escarlata de Biebrich (Sigma-
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Aldrich, Inc.) durante 5 minutos. A continuación, y previo aclarado 
con H2O destilada, los cortes se incubaron durante 5 min en una 
solución de ácido fosfotúngstico/fosfomolíbdico (1 volumen de ácido 
fosfotúngstico (Sigma-Aldrich, Inc.) y 1 volumen de ácido 
fosfomolíbdico (Sigma-Aldrich, Inc.) con 2 volúmenes de H2O 
destilada), y posteriormente en una solución de azul anilina (Sigma-
Aldrich, Inc.) durante otros 5 minutos. Finalmente, se realizó una 
incubación de 2 min en 1% de ácido acético, y  tras aclarar con H2O 
destilada, las muestras se deshidrataron y se montaron tal y como se 
ha descrito en el apartado anterior.
4.5 Análisis apoptosis
  La apoptosis es un proceso de muerte celular programada que 
ocurre en los organismos multicelulares. Se desencadena por eventos 
bioquímicos que llevan a cambios en las características celulares y 
finalmente a la muerte celular. Entre los cambios celulares 
característicos de la apoptosis se encuentran el “burbujeo”, el 
encogimiento celular, la fragmentación nuclear, la condensación de la 
cromatina y la fragmentación del ADN cromosómico.
  A diferencia de la necrosis, que es una forma de muerte 
celular traumática en respuesta a un daño celular agudo, la apoptosis 
es un proceso altamente regulado y  controlado fundamental en ciertos 
procesos del desarrollo como lo es la separación de los dedos de las 
manos y de los pies. Durante la apoptosis, se producen fragmentos 
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celulares llamados cuerpos apoptóticos que son engullidos 
rápidamente por células fagocíticas evitando el daño que estos podrían 
causar en las células circundantes. 
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FIGURA 4.7 Representación gráfica del proceso de apoptosis o muerte 
celular programada: 1) La célula se redondea y el  núcleo se colapsa. 2)La 
cromatina se condensa y el núcleo se fragmenta. 3) La membrana 
plasmática forma vesículas y se forman ampollas. 4) Fragmentos celulares 
tienen DNA fragmentado
  Una técnica ampliamente utilizada para identificar células en 
apoptosis es el TUNEL (del inglés Terminal deoxynucleotidyl 
transferase dUTP Nick end labeling). Mediante esta técnica es posible 
detectar la fragmentación del ADN consecuencia de las cascadas de 
señalización apoptótica. El ensayo aprovecha la presencia de mellas 
en el ADN de las células apoptóticas que pueden ser identificadas 
mediante el enzima desoxinucleotidil-transferasa terminal o TdT, un 
enzima que cataliza la adición de dUTPs marcados a los extremos 3’ 
generados como consecuencia de la fragmentación del ADN.
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FIGURA 4.8 Fundamento del TUNEL.
 
  En esta tesis doctoral, el análisis de la apoptosis se realizó 
empleando el kit In Situ Cell Death Detection Kit, TMR red (Roche). 
Brevemente , t ras despara f inar, h id ra ta r y rea l iza r e l 
desenmascaramiento antigénico tal y como se ha indicado en el 
apartado 3.2, los cortes se incubaron con el mix de TUNEL durante 60 
min a 37ºC en oscuridad y en cámara húmeda. Este mix consiste en 
una mezcla de dos soluciones: solución de marcaje, que contiene 
TMR-dUTP; y solución enzimática, que contiene el enzima 
desoxinucleotidil-transferasa terminal (TdT). Durante esta incubación 
la TdT añade moléculas de TMR-dUTP a los extremos 3’ generados 
como consecuencia de la fragmentación del ADN. Finalizada esta 
incubación, se realizaron dos lavados con PBS, y se montaron las 
muestras con el medio de montaje ProLong Gold antifade reagent con 
DAPI (Life technologies), tras lo cual se dejaron 18 h a TA. La 
detección del marcaje se realizó mediante un microscopio de 
fluorescencia Leica EL6000, excitando a 540 nm y  detectando a 580 
nm. 
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  Se incluyó un control positivo y un control negativo del 
marcaje. Como control positivo se empleó un corte de una lesión 
endometriósica incubado, tras el desenmascaramiento antigénico, 
durante 10 min con 2000U/ml de DNAsa I (en 50mM Tris + 1mg/ml 
de BSA, pH 7,5). Como control negativo se empleó un corte de una 
lesión endometriósica incubado únicamente con la solución de 
marcaje (sin la solución enzimática).
4.6 Cuantificación
   El marcaje obtenido en las inmunohistoquímicas e 
inmunofluorescencias se cuantificó haciendo uso del programa Image 
Pro Plus 6. Concretamente, para cada lesión, se cuantificó el número 
de células positivas para el marcaje o el área marcada en 4 campos al 
20X.
4.7 Concentración de PAI-1 activo y PAI-1 total en plasma
  El ensayo ELISA (del inglés Enzyme-linked immunosorbent 
assay), también conocido como ensayo EIA (Enzyme immunoassay), 
es una técnica bioquímica utilizada principalmente en el campo de la 
inmunología para detectar la presencia de un anticuerpo o un antígeno 
determinado en una o más muestras. Básicamente, en un ensayo 
ELISA, una cantidad desconocida de antígeno se fija a una superficie 
(en general, la base de los pocillos de una placa multi-pocillo), 
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añadiendo posteriormente sobre esa superficie un anticuerpo 
específico conjugado a un enzima. Dicho anticuerpo reconoce al 
antígeno y  queda así unido también a la superficie. Finalmente, se 
añade un sustrato que es convertido por el enzima en una señal 
detectable y cuantificable.
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  En la presente tesis, la concentración de PAI-1 activo en 
plasma fue determinada mediante el kit Active Mouse PAI-1 ELISA Kit 
(Innovative Research, Inc.), siguiendo las instrucciones del proveedor. 
Tras descongelar el plasma recolectado de cada una de las ratonas 
receptoras, se añadieron 100 µl del mismo (y de los estándares) en 
pocillos recubiertos de uroquinasa de una placa de 96W, y se 
incubaron durante 30 min en agitación (a 300 rpm). Durante esta 
incubación únicamente las moléculas de PAI-1 funcionalmente activas 
reaccionan con la uroquinasa y  quedan retenidas. Tras varios lavados 
para eliminar las moléculas de PAI-1 no unidas, se añadió a los 
pocillos un anticuerpo primario frente a PAI-1 (producido en conejo), 
incubándose la placa durante 30 min en agitación (a 300 rpm). 
Eliminado el exceso de anticuerpo primario mediante varios lavados, 
los pocillos se incubaron durante 30 min a 300 rpm con un anticuerpo 
secundario frente a inmunoglobulinas de conejo conjugado a 
peroxidasa de rábano. Finalizada esta incubación, y eliminado el 
exceso de anticuerpo mediante varios lavados, se añadió a los pocillos 
tetrametil bencidina y se incubó la placa en oscuridad durante 2 min a 
300 rpm. La reacción se paró mediante una solución 1N de HCl. 
Finalmente, se midió la absorbancia de los pocillos a 450 nm mediante 
el espectrofotómetro SPECTRAmax PLUS 384 (Molecular Devices).
  La concentración en cada una de las muestras se calculó 
mediante extrapolación de su valor de absorbancia en la curva patrón 
obtenida. Cada muestra, así como cada estándar, se ensayó por 
duplicado, calculándose posteriormente la media de los duplicados.
130
  Por otra parte, la concentración de PAI-1 total en plasma fue 
medida mediante el kit  Mouse PAI-1 Total Antigen ELISA kit 
(Innovative Research, Inc.). Los pasos seguidos para ello fueron los 
mismos que para medir la concentración de PAI-1 activo, salvo por el 
hecho de que los pocillos de la placa empleada en lugar de estar 
recubiertos por uroquinasa estaban recubiertos por un anticuerpo que 
reconoce PAI-1 tanto en su estado latente como en su estado activo. 
4.8 Análisis estadístico
  Todos los análisis estadísticos se realizaron mediante el 
programa IBM SPSS Statistics 22. Para la elección del test estadístico 
a emplear se realizó la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk. En los 
casos de una variable numérica, una categórica y distribución normal 
se aplicó un t-test  para muestras independientes. En caso de no 
cumplirse la distribución normal se aplicó un test no paramétrico 
(Mann-Whitney). En todos los casos, se rechazó la hipótesis nula 
cuando p-valor<0,05.
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5.- RESULTADOS 
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5.1 Modelo de endometriosis
  Con el objetivo de establecer un modelo murino homólogo 
no-invasivo de endometriosis 22 ratonas de la cepa B6N-Tyrc-Brd/
BrdCrCrl (ratonas donantes) se sometieron al protocolo de inducción 
de tejido endometrial “menstruante” descrito en el apartado de 
materiales y métodos (Figura 4.1 de materiales y métodos). Tras su 
sacrificio una vez finalizado el protocolo de inducción de tejido 
endometrial menstruante, se observó que presentaban úteros de un 
tamaño, grosor y rojez superiores a los esperados para ratonas de esta 
cepa, de la misma edad y no sometidas a ovariectomía y posterior 
tratamiento hormonal (Figura 5.1A). El aspecto de los mismos sugería 
que estos habían sido correctamente decidualizados. El tejido 
endometrial recolectado de los úteros de estas ratonas, se incubó 
durante 18 h con un vector adenoviral portador del gen de la proteína 
fluorescente mCherry, a una concentración de 1x108 UFP. Mediante 
dicha incubación se consiguió un adecuado marcaje fluorescente del 
tejido endometrial murino (Figura 5.1B).
135
FIGURA 5.1 Obtención, marcaje y visualización in vivo de tejido 
endometrial “menstruante” murino. A) Ejemplo de los úteros 
obtenidos de las ratonas sometidas al protocolo de inducción de tejido 
endometrial “menstruante” (izquierda) y ejemplo de un útero de una 
ratona de la misma cepa y edad no sometida a dicho protocolo. La 
barra negra equivale a 0,5 cm. B) Comprobación del marcaje del 
tejido endometrial recolectado mediante microscopia de 
fluorescencia. A la izquierda se muestra tejido endometrial incubado 
con el vector adenoviral y a la derecha tejido endometrial no 
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incubado con el vector adenoviral. C) Ejemplo de la visualización in 
vivo del tejido endometrial marcado y trasplantado subcutáneamente. 
Se observa que al ampliar el campo, la detección del implante se 
optimiza. Las barras blancas equivalen a 1 cm en todos los casos.
  El tejido endometrial marcado se dividió posteriormente en 9 
fracciones del mismo tamaño, que se trasplantaron subcutáneamente, a 
razón de una fracción por animal, en 9 ratonas de la cepa B6N-Tyrc-
Brd/BrdCrCrl (ratonas receptoras). Tras el trasplante, los implantes de 
tejido endometrial pudieron ser visualizados mediante el equipo de 
monitorización in vivo Carestream In vivo FX-PRO (figura 1C). Para 
dicha visualización fue necesario depilar la zona del trasplante y 
emplear unas plantillas negras opacas que dejaban solo al descubierto 
un cuadrado de 1x1 cm2 en la zona justa de implantación. De esta 
forma se evitó que la alta fluorescencia que presenta el pelo blanco de 
estos animales enmascarase la señal del implante.
5.2 Evaluación del efecto de la inhibición de PAI-1 en el tamaño de 
las lesiones endometriósicas
  8 días después del trasplante (D8), las 9 ratonas receptoras se 
dividieron en dos grupos: grupo tratado (n=4) y grupo control (n=5). 
A las ratonas del grupo tratado se les administró el inhibidor de PAI-1 
conocido como PAI-039 o tiplaxtinin. Dicho inhibidor se administró 
oralmente a una dosis de 300 µg/día hasta el día del sacrificio (D21). 
A las ratonas del grupo control se les administró DMSO (vehículo de 
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PAI-039) a una dosis idéntica a la suministrada a las ratonas del grupo 
tratado al administrarles el PAI-039. Pese a la toxicidad del DMSO, la 
cantidad administrada del mismo se encontraba por debajo del umbral 
de toxicidad de dicho compuesto en administraciones prolongadas.
  Como se puede observar en la figura 2, tanto en las ratonas 
del grupo tratado como en las ratonas del grupo control se registró una 
disminución de la señal fluorescente a lo largo del tiempo, tal y como 
se esperaba atendiendo a lo reportado en la bibliografía (Wang y cols, 
2014) debido a la expresión episomal de los adenovirus empleados 
para el marcaje celular. No obstante, al comparar el registro de 
fluorescencia entre las ratonas de ambos grupos, se observó que en las 
ratonas del grupo tratado (Figura 5.2A), a diferencia de en las ratonas 
del grupo control (figura 5.2B), se daba una disminución pronunciada 
de la señal fluorescente entre D8 (día de inicio del tratamiento) y  D11 
(primer día de monitorización in vivo tras el inicio del tratamiento). 
Al aproximar el tamaño de las lesiones al volumen de una figura de 
base igual al área de la señal fluorescente y  de altura igual a la 
intensidad media de la misma, se observó que tras tres días de 
tratamiento el tamaño de las lesiones de las ratonas del grupo tratado 
se había reducido al 38%, reducción efectivamente muy superior a la 
observada en las ratonas del grupo control (81%) (Figura 5.3).  
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FIGURA 5.2 Monitorización in vivo de las lesiones endometriósicas 
mediante el equipo Carestream In Vivo FX-PRO. A) Grupo tratado 
con PAI-039 B) Grupo control (administración vehículo). La barra 
blanca equivale a 1 cm.
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FIGURA 5.3 Reducción del tamaño de las lesiones endometriósicas 
con el tiempo transcurrido desde el  trasplante. El tamaño de las 
lesiones se aproximó como el producto entre el área de la señal 
fluorescente detectada in vivo y la intensidad de dicha señal 
fluorescente. Se representa el tamaño de las lesiones en función del 
tamaño inicial de las mismas (en %). La administración del PAI-039 o 
del vehículo se inició en D8. * p<0.05

  Pese a esta reducción en el tamaño de las lesiones 
endometriósicas tras la administración del tratamiento, no se detectó 
en las ratonas del grupo tratado extinción total de la señal fluorescente 
(es decir, no se detectó la pérdida total del implante) (Figuras 5.2A  y 
5.2B). Este hecho sugiere que el tratamiento con PAI-039 reduce 
significativamente el tamaño de las lesiones endometriósicas pero a la 
dosis testada no es capaz de eliminarlas por completo durante un 
período tan corto como dos semanas. De hecho, tras el sacrificio en 
D21, se observó lesión endometriósica tanto en las ratonas del grupo 
control como en las ratonas del grupo tratado (Figura 5.3), no 
existiendo diferencias estadísticamente significativas en el tamaño de 
las mismas entre los dos grupos (Figura 5.4).
  Dichas lesiones seguían emitiendo fluorescencia a D21 
(Figura 5.5.A), fluorescencia que se debía a la expresión de mCherry 
por parte de las células de la lesión, tal y como se pudo comprobar 
posteriormente mediante una inmunohistoquímica frente a esta 
proteína fluorescente (Figura 5.5.B).
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FIGURA 5.5 Marcaje fluorescente de las lesiones a D21. A) 
Fluorescencia registrada en la lesión una vez extraída del animal (a 
D21) mediante el equipo Carestream In Vivo FX-PRO. Se observa 
como las células de la lesión emiten fluorescencia roja, a diferencia 
de las células circundantes. B) Inmunohistoquímica frente a la 
proteína fluorescente mCherry. Se observa que las células de la lesión 
expresan la proteína fluorescente mCherry.
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5.3 Caracterización de las lesiones endometriósicas
  Con el fin de determinar si las lesiones observadas en las 
ratonas receptoras se asemejaban a lesiones endometriósicas humanas, 
una vez extraídas del animal se fijaron en paraformaldehído 4% y se 
incluyeron en parafina para realizar un estudio histológico e 
inmunohistoquímico de las mismas. Concretamente, se analizó la 
existencia de inflamación local, la presencia de depósitos de colágeno 
y la presencia de glándulas, todo ello característico de las lesiones 
endometriósicas humanas. 
  Para estudiar la existencia de inflamación local en las 
lesiones, analizamos la presencia de leucocitos y  de macrófagos 
infiltrantes, realizando una inmunohistoquímica frente a marcadores 
específicos de cada una de estas poblaciones celulares (CD45 y F4/80, 
respectivamente). De esa manera, detectamos presencia de ambos 
tipos de infiltraciones en las lesiones de ambos grupos experimentales 
(Figura 5.6A y 5.6B). 
  Por otra parte, la presencia de glándulas se estudió realizando 
una inmunohistoquímica frente a citoqueratina, un marcador de 
células epiteliales. Como puede observarse en la Figura 5.6C, se 
detectaron glándulas en las lesiones de ambos grupos experimentales. 
  Por último, se analizó la presencia de depósitos de colágeno 
realizando una tinción tricrómica, tinción en la que las fibras de 
colágeno quedan teñidas de color azul. Tanto en las lesiones de las 
ratonas del grupo control como en las de las ratonas del grupo tratado 
detectamos depósitos de colágeno (Figura 5.6D).
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FIGURA 5.6 Caracterización de las lesiones endometriósicas. A) 
Inmunohistoquímica frente al marcador de leucocitos CD45 B) 
Inmunohistoquímica frente al marcador de macrófagos F4/80 C) 
Inmunohistoquímica frente al marcador de células epiteliales 
citoqueratina D) Tinción tricrómica (detección depósitos de 
colágeno). 
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5.4 Cuantificación fibrinolisis
  A continuación, quisimos cuantificar la fibrinolisis que había 
existido en los implantes de ambos grupos experimentales (control y 
tratado) a lo largo de los 21 días de duración del procedimiento. Con 
dicho propósito, se realizó una inmunohistoquímica frente a fibrina, 
para así detectar y posteriormente cuantificar la cantidad de dicha 
proteína existente en las lesiones de ambos grupos (cantidad 
inversamente proporcional a la fibrinolisis existente: una mayor 
cantidad de fibrina existente en la lesión es reflejo de una menor 
fibrinolisis, y viceversa). Como puede observarse en la Figura 5.7A, 
se detectaron depósitos de fibrina en las lesiones de ambos grupos. No 
obstante, al cuantificar dichos depósitos observamos que éstos eran 
significativamente más abundantes en las lesiones de las ratonas del 
grupo control que en las lesiones de las ratonas del grupo tratado 
(Figura 5.7B). 
  Al determinar los niveles plasmáticos de PAI-1 activo en el 
momento del sacrificio (Figura 5.8), no se detectaron diferencias 
estadísticamente significativas entre los grupos. Este hecho podría 
venir explicado por una corta vida media del inhibidor empleado. De 
hecho, aunque se desconoce la vida media de esta molécula inhibidora 
en ratón, en rata la vida media de la misma es muy corta, 
aproximadamente 4h (Elokdah H y cols, 2004). Puesto que no se tuvo 
la precaución de administrar PAI-039 durante el proceso de la última 
monitorización justo antes del sacrificio, es muy posible que para 
cuando se realizara la extracción de sangre, los niveles de PAI-039 ya 
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hubieron sido metabolizados y  por lo tanto desaparecido 
significativamente de la circulación.
FIGURA 5.7 Fibrinolisis existente en las lesiones endometriósicas. 
A) Inmunohistoquímica frente a fibrina realizada para detectar los 
depósitos de fibrina existentes en las lesiones. B) Resultados de la 
cuantiificación de los depósitos de fibrina existentes en las lesiones de 
ambos grupos mediante el programa Image ProPlus. *p<0,05
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FIGURA 5.8 Niveles plasmáticos de PAI-1 activo en el momento del 
sacrificio (D21). Se representa la proporción de PAI-1 activo versus 
PAI-1 total en plasma (determinada mediante dos ensayos ELISA)  en 
el grupo tratado y el grupo control. *p<0,05.
5.5 Mecanismo responsable de la disminución del tamaño
  Por último, nos propusimos determinar el o los mecanismos 
que podrían estar implicados en la disminución del tamaño de las 
lesiones endometriósicas como consecuencia de la inhibición de 
PAI-1. Concretamente, realizamos un estudio de proliferación, 
apoptosis y vascularización en las lesiones.
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  Para estudiar la proliferación en las lesiones, se realizó una 
inmunohistoquímica frente al marcador de proliferación Ki67. Como 
puede observarse en la Figura 5.9A, detectamos proliferación en las 
lesiones de las ratonas de ambos grupos, si bien ésta era 
significativamente menor en las lesiones de las ratonas del grupo 
tratado que en las lesiones de las ratonas del grupo control (Figura 
5.9B).
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FIGURA 5.9 Análisis de la proliferación existente en las lesiones. A) 
Inmunohistoquímica frente a Ki67, marcador de células en 
proliferación. B) Cuantificación del número de células Ki67 positivas 
detectadas en las lesiones de ambos grupos. *p<0,05. 
  El análisis de la apoptosis en las lesiones se realizó mediante 
la técnica TUNEL. Se detectaron muy pocas células en apoptosis tanto 
en las lesiones de las ratonas del grupo control como en las de las 
ratonas del grupo tratado (Figura 5.10), no existiendo diferencias 
entre ambos grupos. 
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FIGURA 5.10: Análisis de la apoptosis (técnica del Tunel). Las 
células apoptóticas se representan en la figura emitiendo 
fluorescencia rosa. Podemos observar una escasa cantidad de células 
apoptóticas en ambos grupos (grupo tratado: R1-R3-R4 grupo control 
R5-R6-R8), no existiendo diferencias entre ellos.
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  Por último, analizamos la vascularización de las lesiones 
combinando una inmunofluorescencia frente a α-sma (actina 
citoplasmática presente en la pared de los vasos maduros) con el uso 
de isolectina B4 (lectina que se une específicamente a la membrana de 
las células endoteliales de ratón) conjugada a fluoresceína. Como se 
puede observar en la figura 5.11A, se detectaron vasos maduros e 
inmaduros en las lesiones de las ratonas de ambos grupos. No 
obstante, en las lesiones de las ratonas del grupo tratado con PAI-039 
se detectó un menor marcaje con isolectina B4 no acompañado de 
marcaje por α-sma (5.11B, 5.11C). Este hecho refleja una menor 
cantidad de vasculatura inmadura en las lesiones de este grupo, si bien 
las diferencias observadas no resultaron estadísticamente 
significativas.
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Figura 5.11 Análisis de la vascularización existente en las lesiones. 
A) Inmunofluorescencia frente a α-sma (rojo) combinada con el uso 
de isolectina-B4 (verde). B) Cuantificación del % del área de la lesión 
positiva para el marcaje con isolectina-B4. C) Cuantificación del área 
de la lesión positiva para el marcaje con α-sma. 
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6.- DISCUSIÓN
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 La endometriosis es una enfermedad que genera un gran 
consumo de recursos sanitarios (Simoens y cols, 2007) por el hecho de 
tratarse de una patología crónica y  que se presenta en mujeres 
relativamente jóvenes y en edad fértil, que van a requirir múltiples 
visitas al especialista y diversos tratamientos, ya sea para paliar el 
dolor que padecen o la esterilidad asociada a la misma (Goldstein y 
cols, 1980; Eskenazi y cols, 1997); de aquí radica el interés en el 
estudio que genera dicha enfermedad. La cirugía laparoscópica es el 
gold standard para establecer el diagnóstico de endometriosis y 
proporciona una oportunidad para un tratamiento quirúrgico 
conservador en el mismo acto; sin embargo, aunque la cirugía es a día 
de hoy el método más eficaz para extirpar las lesiones 
endometriósicas,  la posibilidad de recidivas en esta enfermedad es 
elevada y no sería una solución aceptable el intervenir a una paciente 
reiteradamente. Además, las potenciales desventajas de la misma, que 
se multiplican con el número de cirugías realizadas sobre la misma 
paciente, como el daño inadvertido en órganos adyacentes 
(especialmente intestino y  vejiga), las complicaciones infecciosas 
postquirúrgicas o el daño mecánico a las estructuras pélvicas que 
derivaría en una mayor formación de adhesiones desaconsejarían o 
limitarían su uso a situaciones muy determinadas. Así pues se debe 
procurar como alternativa a estas pacientes otros abordaje no invasivo 
capaz de  tratar la enfermedad y disminuir las recidivas evitando los 
tratamientos quirúrgicos de repetición. En este sentido nos referimos a 
los tratamientos farmacológicos. Dentro de los tratamientos médicos, 
los más utilizados en la actualidad son los tratamientos hormonales 
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antiestrogénicos, administrados en base a las características 
hormonodependientes de la endometriosis (Speroff y Fritz, 2006). Sin 
embargo, ninguno de ellos se ha mostrado completamente satisfactorio 
(Mihalyi y  cols, 2006). En cambio presentan efectos secundarios 
derivados de su acción hormonal, induciendo muchos de ellos una 
menopausia artificial durante su uso, sofocos, disminución de la 
densidad mineral ósea, entre otros (Surrey, 2006; Crosignani y cols, 
2006; Fedele y Berlanda, 2004). Los múltiples avances en el 
conocimiento de la fisiología de la enfermedad  realizados en los 
últimos años, junto a las carencias de los tratamientos actuales han 
volcado el interés en el estudio experimental con nuevos tratamientos 
no hormonales que ofrezcan nuevas opciones terapéuticas a estas 
pacientes. El objetivo de estos tratamientos, en su mayoría, en fase 
experimental, sería el tratar de disminuir el tamaño de las lesiones y a 
la vez  controlar los síntomas de la enfermedad sin interferir en el 
estado hormonal de las pacientes, evitando de este modo los efectos 
secundarios derivados de esta supresión hormonal (Olivares y  cols, 
2008).
 A  tenor a los resultados obtenidos por el grupo del Dr Pellicer 
en el trabajo de Gomez y  cols (Gomez y cols 2011), sobre el efecto de 
la quinagolida en la reducción de lesiones endometriósicas, y  a otros 
estudios sobre la expresión del sistema fibrinolítico en condiciones 
patológicas de endometriosis, nos propusimos evaluar qué repercusión 
tendría la activación  de la fibrinolisis endógena sobre la enfermedad, 
mediante el bloqueo de uno de sus inhibidores principales: el PAI-1.  
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 Evidentemente para poder generar esta hipótesis de trabajo 
tuvimos con anterioridad que evaluar la bibliografía existente al 
respecto del sistema fibrinolítico, su funcionamiento y  por ende su 
potencial papel en el desarrollo de la endometriosis. En este sentido la 
fibrinólisis es un mecanismo de control fisiológico para la destrucción 
de coágulos que pudieran llevar a fenómenos trombóticos. Se basa en 
la conversión del plasminógeno, en su enzima activa, la plasmina, 
capaz de degradar el coágulo de fibrina (Collen D y  Lijnen HR, 1991; 
Lijnen HR y  Collen D, 1993) (Figura A);  Esta actividad se promueve 
mediante dos enzimas , el activador tisular del plasminógeno (tPA) y 
activador del plasminógeno de tipo uroquinasa (uPA) y  se inhibe 
principalmente mediante el inhibidor del activador del 
plasminógeno de tipo 1 (PAI-1), como se refleja en la figura resumen 
(Figura 6.1): 
FIGURA 6.1: Esquema simplificado del papel del PAI-1 en el 
funcionamiento  del sistema fibrinolítico 
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Como hemos comentado anteriormente en la introducción, y a tenor 
de los estudios revisados que discutiremos a continuación, postulamos 
que el PAI-1 tendría un comportamiento dual en el desarrollo de la 
endometriosis: en los estadios iniciales la fibrinolisis estaría 
potenciada para favorecer la implantación, y  por tanto el PAI-1 se 
vería disminuido, mientras que en estadios más avanzados la 
fibrinolisis se inhibiría para mantener la estabilidad de los implantes y 
en consecuencia el PAI-1 estaría aumentado. En este sentido nosotros 
observamos en los estudio de Gomez y cols, que el gen que mayor 
represión sufría durante la degeneración de las lesiones ya 
implantadas era el de la serpina 1, que codifica para la enzima  PAI-1 
y de ahí nuestra hipótesis al respecto del papel favorecedor que el 
aumento del estado fibrinolítico tiene sobre la destrucción de lesiones.
 Los estudios in-vitro muestran datos acordes a nuestras 
hipótesis. En este sentido se ha observado que en medios de cultivo 
existe una menor liberación de uPA en las células endometriósicas 
(Guan YM y cols, 2002) que en las de tejido eutópico y lo cual sugiere 
que el endometrio ectópico promueve una inhibición de la fibrinólisis 
para favorecer el crecimiento. En la misma línea encontramos los 
estudios de  Gleeson y cols y Sillem y cols en los que estos autores 
detectaron un aumento de la expresión de PAI-1 en presencia de 
progesterona (Gleeson N y  cols, 1993; Sillem M  y cols, 1997) y  un 
aumento de la secreción de su-PAR en las células endometriales de las 
mujeres con endometriosis (Sillem M y cols, 1997). Esto sugiere de 
nuevo que las células endometriósicas parecen favorecer mecanismos 
de inhibición de la fibrinolisis (Sillem M y cols, 1997). Sin embargo, 
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un reciente estudio in vitro del grupo de Schneider abogaría por un 
efecto inverso del postulado, es decir, que un aumento de la 
fibrinolisis aumentaría la invasividad de la endometriosis en lugar de 
disminuirla.  Schneider mostró que la inhibición de  Syndecan-1, un 
“target” del RNA de interferencia miR-10b que se utilizó para su 
bloqueo, inhibía la invasividad de las células endometriósicas 
epiteliales a través de la regulación a la baja de la actividad 
metaloproteasa y de la Interleuquina 6, y  la regulación a la alza de la 
expresión del PAI-1 (Schneider y cols, 2013). Asumiendo que los 
incrementos de PAI-1 inhiben la fibrinolisis, cabría pues deducir que 
la inhibición de esta impediría el desarrollo de la enfermedad según el 
estudio in-vitro de Schneider.
 Los estudios observacionales igualmente arrojan datos de todo 
tipo, desde lo que presuntamente avalarían nuestro razonamiento, 
hasta los que contradicen  nuestra hipótesis pasando por estudios que 
muestran  datos paradójicos. En este sentido, in-vivo se han observado 
un aumento de los niveles antigénicos de uPA pero también de  PAI-1 
en extractos citosólicos de tejido endometriósico (Bruse C y cols, 
1998). En concreto mediante  técnicas de cuantificación proteica, 
como el  ELISA, se ha evidenciado una mayor concentración de uPA y 
PAI-1 en endometrio de mujeres con endometriosis que en el 
endometrio de controles. Estos niveles serían todavía mayores al 
estudiar muestras de tejido endometriósico (Bruse C y cols, 1998).  A 
su vez técnicas de inmunohistoquimia han confirmado que la mayor 
expresión de uPA, en el endometrio de las pacientes con 
endometriosis, está localizada en el epitelio glandular. Con la 
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hibridación in situ se ha detectado una expresión focal del mRNA de 
PAI-1 en el estroma, el epitelio glandular y el endotelio de los vasos 
del endometrioma ovárico (Gilabert-Estellés y cols, 2003). Esto 
supondría que por un lado se favorece la fibrinolisis con el aumento de 
uPA pero simultáneamente se inhibe con los aumentos de su inhibidor 
en las lesiones. 
  En el trabajo de Gilabert Estellés mencionado, el endometrio de 
las mujeres con endometriosis no mostró aumento en los niveles 
antigénicos de PAI-1 en comparación con los controles (Gilabert-
Estellés J y cols, 2003) . Estos resultados fueron concordantes con 
estudios previos (Fernandez-Shaw S y cols, 1995), donde no se 
encontraron diferencias en la expresión de PAI-1 mediante técnicas de 
inmunohistoquimia entre el endometrio de mujeres con y sin 
endometriosis. Si bien la incapacidad para detectar estos cambios por 
inmunohistoquimia puede deberse, bien a una baja sensibilidad de los 
anticuerpos utilizados, o la incapacidad de la inmuno para poder 
realizar una cuantificación precisa de los niveles proteicos reales en el 
tejido, no hemos de olvidar que las observaciones se realizaron no en 
endometrio ectópico sino en el eutópico, por lo que no serían 
estrictamente desacordes a nuestra hipótesis. Además, hay que 
remarcar sin embargo que en el mismo estudio de Gilabert sí se 
detectó un nivel elevado de PAI-1 en los endometriomas ováricos, lo 
que  apoyaría nuestra hipótesis al respecto, sugiriendo una mayor 
expresión de inhibidores como  PAI-1 y  TIMP-1 y  una baja actividad 
proteolítica en estadios más avanzados de la enfermedad. 
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 Tomados de forma global lo que posiblemente estén reflejando 
los estudios es que quizás, y con ello especulamos, el tejido 
endometriósico no promueve una inhibición total de la fibrinólisis una 
vez establecido sino que más bien trata de regularla manteniendo un 
equilibrio entre la destrucción y creación de nueva matriz de modo 
que el estímulo fibrinolítico sea lo suficientemente intenso como para 
promover la diseminación e invasión del tejido patológico pero a la 
vez no tan intenso como para promover su propia autodestrucción. 
Esto quizás explicaría los aumentos simultáneos tanto de factores 
profibrinolíticos como de sus correspondientes inhibidores.  Llegados 
a este punto lo que nos planteamos es cual podría ser el efecto de 
desplazar el equilibrio fibrinolítico hacia uno u otro lado. 
Especulamos que la  inhibición total de la fibrinólisis resultaría a lo 
máximo en un mantenimiento de las lesiones existentes lo cual no 
supondría ninguna ventaja frente a los tratamientos hormonales 
existentes que se “limitan” a ejercer un efecto de inhibición del 
crecimiento de lesiones sin afectar a su tamaño. En contra, 
especulamos que promover la fibrinolisis resultaría en un efecto 
mucho más radical bien favoreciendo la mayor diseminación del 
tejido o bien como mantenía nuestra hipótesis en la destrucción del 
tejido patológico.  
 Para evaluar esta posibilidad optamos por utilizar un modelo 
animal con un sistema inmune íntegro. Dado el  papel primordial que 
juega éste en el desarrollo de la endometriosis (Giudice 2010) y  que 
desconocemos como el PAI-1 puede alterar el sistema inmune y  con 
ello sus efectos sobre la endometriosis, quisimos preservarlo en 
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nuestro modelo, ofreciendo así un ambiente de estudio más fisiológico 
con el que poder trasladar con mayor fiabilidad los resultados 
obtenidos en el estudio hacia su posible aplicación en humanos. Del 
mismo modo quisimos que nuestro modelo  se asemejara en la medida 
de lo posible  al humano en cuanto a la fisiología del tejido 
implantado. Para ello utilizamos un modelo murino homólogo de 
endometriosis desarrollado por el grupo de Charnock-Jones en el que 
las características fisiológicas del tejido “menstruante” humano 
pueden mimetizarse mediante la generación de tejido pseudodecidual 
murino. (Cheng y cols 2011). Así mismo quisimos que los efectos 
sobre el tejido pudieran monitorizarse a tiempo real y de manera no 
invasiva. Con ello perseguimos por un lado  detectar  posibles sesgos 
en la respuesta debidos por ejemplo a la no implantación del tejido 
ectópico o su falta de viabilidad inicial que pudieran confundir el 
efecto real de la respuesta ejercida por los medicamentos . Así mismo 
quisimos que fuera no invasivo de manera que la respuesta no 
estuviera sujeta  a sesgos de manipulación como por ejemplo los 
necesarios para observar el crecimiento del tejido. En este sentido nos 
propusimos utilizar un modelo de monitorización de las lesiones a 
partir de su previo marcaje mediante fluorescencia de manera similar 
al desarrollado por  Fortin el tal (2006) con algunas modificaciones 
como por ejemplo el tipo de proteína fluorescente empleada para 
marcaje, en nuestro caso m-cherry mucho más potente que el GDFP 
usado en estudios previos  (Fortin y  cols 2006) . Además el uso de este 
modelo tiene la particularidad de que permite la estimación del 
tamaño de las lesiones de un modo mucho más sensible, controlado y 
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objetivo que los usados convencionalmente basados en la medición 
directa del implante mediante calipers y  que está sujeto a una gran 
variabilidad debido a lo grosero de dichas mediciones. En este sentido 
no es difícil intuir que es harto complicado delimitar específicamente 
el tamaño individual de las lesiones una vez incluidas en el tejido 
hospedador. Así mismo aún en el caso de que se pudiera delimitar 
fehacientemente los límites del tejido huésped/hospedador y  pudiera 
ser extirpado milimétricamente;  aún con esto el margen de error de 
las mediciones con los calipers se estima en varios mm. Puesto que las 
lesiones a implantar raramente sobrepasan los 5-10 mm3 de volumen 
no es difícil preveer que el más mínimo error de 1-2 mm3 en la 
medición con los calipers pudiera enmascarar los efectos reales o la 
ausencia de estos que las drogas a ensayo pudieran tener en el modelo. 
Por el contrario desde el momento en que el tamaño de la lesión pasa a 
depender de la estimación de la intensidad de la fluorescencia, y  esta 
puede medirse objetivamente en el rango de lo, por así llamarlo, 
microscópico, las posibles variaciones debidas a la toma de medidas 
se minimizan evitándose  con ello que las diferencias inherentes al 
tratamiento queden enmascaradas.
 Una vez detalladas la bondades del modelo de monitorización a 
emplear, nos planteamos cual sería la mejor estrategia para promover 
la fibrinólisis. En ese sentido decidimos actuar a nivel del PAI-1 
mediante su inhibición con el PAI-039; siendo éste uno de los 
compuestos comerciales inhibidores del PAI  más potentes y mejor 
estudiados en modelo in vivo hasta la fecha. Ofrece  además de una 
excelente biodisponibilidad oral,  una amplia seguridad toxicológica, 
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buena farmacocinética y  facilidad para sintetizarlo en grandes 
cantidades, razones de peso que nos llevaron a seleccionarlo entre 
otros  compuestos.
  Para poder determinar la tasa de cambio en el tamaño de las 
lesiones, iniciamos nuestra experimentación determinando los niveles 
de intensidad de fluorescencia de partida, eso es justo tras el momento 
en que las lesiones habían sido implantadas y  antes de iniciar los 
tratamientos.  Observamos que durante las posteriores mediciones que 
se sucedieron pudimos determinar tempranamente que incluso en los 
animales que no recibían más tratamiento que el puro vehículo 
(placebo) la señal iba extinguiéndose paulatinamente con el tiempo. 
Este comportamiento era congruente con estudios previos en modelos 
animales similares a este (Fortin y cols 2006, Garcia-Pascual y  cols, 
2015 y se debe a la expresión episomal de los adenovirus conteniendo 
la proteína fluorescente (Wang X y cols 2000). De hecho al no 
integrarse en el genoma del huésped la expresión dentro del plásmido 
se va diluyendo y silenciando a lo largo del tiempo ( Nelson JE y  cols, 
1997). Sin embargo, y aún con esto, detectamos en el experimento que 
esta disminución de la señal era mucho más rápida en el grupo de 
ratonas tratadas con PAI-039 que en el grupo control y  podía 
observarse claramente en día 11, apenas tres días después del inicio 
(día 8) del tratamiento con el inhibidor. Hay que especificar que el 
tratamiento se administró en este día para poder simular más fielmente 
el estado de las pacientes con endometriosis que nos encontramos en 
la clínica, esto es, con lesiones ya establecidas claramente. De haber 
administrado el compuesto al inicio, con la lesión todavía 
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estableciéndose, no hubiéramos respetado en buena lógica la situación 
potencial que viven las pacientes con endometriosis en las que las 
lesiones ya están claramente implantadas. Si bien desconocemos con 
exactitud el momento justo en que las lesiones quedan, por así decirlo, 
”establecidas” en el modelo animal, estudios previos de Donnez y  cols 
(Donnez J y cols, 1998) muestran que en los modelos heterólogos se 
produce una revascularización total del tejido implantado por parte de 
la vasculatura del hospedador en torno a 5 días tras su implantación . 
Así pues consideramos que este era un periodo prudencial para que el 
tejido se asentara y  se revascularizara si así era necesario, reflejando el 
carácter de lesión “estable” que hemos mencionado. En el día 11 se 
observó que tras tres días de tratamiento la señal luminosa que 
desprendían las lesiones cayó a un 38% en el grupo tratado mientras 
que en el grupo control tan sólo cayó hasta un 81% (Figura 5.3 de 
RESULTADOS). Con el paso de los días, la señal en el grupo placebo 
siguió bajando paulatinamente en concordancia con la expresión 
transiente y  episomal de la proteína fluorescente que se va perdiendo 
con el tiempo. Para el día 21 la intensidad de la señal en el grupo 
control era un 50% inferior a la inicial, datos que se ajustan 
perfectamente a lo esperable para este tipo de modelo atendiendo a 
nuestra propia experiencia (Garcia-Pascual y cols, 2015) y al de otros 
(Wang y cols, 2000). En el caso del grupo tratado sin embargo, 
observamos un fenómeno peculiar que inicialmente no pudimos 
explicar ya que la fluorescencia a partir del día 11 no sólo no bajaba, 
sino que se mantenía e incluso aumentaba con el tiempo, fenómeno 
totalmente ilógico a la luz de la bibliografía existente. Temiendo el 
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desarrollo de algún tipo de artefacto procedimos a comprobar en el día 
del sacrificio que las lesiones realmente seguían en su ubicación 
original y que la fluorescencia emitida correspondía a éstas. Una vez 
tuvimos acceso al bolsillo subcutáneo pudimos observar que las 
lesiones seguían en su ubicación original. Como mecanismos de 
control quisimos determinar si todavía seguían emitiendo 
fluorescencia y procedimos a monitorizarla en las lesiones ya libres de 
tejido peritoneal que las ocultara, observando la persistencia  de la 
misma en las mencionadas condiciones. Estos resultados venían a 
sugerir varias consideraciones. En primer lugar, que la lesión todavía 
seguía estando viva y viable. En segundo que, pese a la rápida 
reducción inicial de las lesiones endometriósicas, la no extinción total 
de la señal fluorescente y, evidentemente, el hallazgo de la misma, 
indicaba que la lesión no se había reabsorbido o reducido totalmente. 
En tercero que, muy probablemente, desde la pérdida de señal a partir 
de cierto valor, rondando el 60-70% , se pierde así mismo la linealidad 
en las mediciones. Esto es muy posiblemente que, o bien el umbral de 
detección se alcanza, o bien la máquina carece de la sensibilidad 
suficiente para detectar pérdidas de intensidad cuando ésta es muy 
pequeña. En otras palabras, muy  posiblemente, los pequeños 
incrementos de fluorescencia en el grupo tratado a partir del día 15 lo 
que realmente estén reflejando son variaciones aleatorias en torno al 
límite de detección de la máquina. Puesto que la intensidad de la señal 
una vez libre del tejido peritoneal (momento del sacrificio) es superior 
a la que le ofrece la lesión en el interior del cuerpo, parece muy 
probable que el tejido del hospedador interfiera (absorba) de algún 
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modo (como por ejemplo mediante autofluorescencia debida a las 
clorofilas  del alimento, etc... ) con el flujo total y  real de energía 
emitida por la lesión. Con ello lo que especulamos es que muy 
posiblemente a partir del día 15 la intensidad de la señal siguió 
reduciéndose en el grupo tratado pero que la sensibilidad del aparato o 
del modelo no fue suficiente para detectarla. Alternativamente es 
posible que no fuera así y que la señal se estabilizara en el grupo 
tratado toda transcurrido el intenso y  brusco periodo inicial de 
descenso. De ser así las características del modelo animal y aparato 
empleado no permiten determinarlo lo cual sugiere que los estudios 
con este tipo de modelo deberían circunscribirse a estudios de corta 
duración en los que se espere una respuesta muy rápida y contundente 
de los compuestos a ensayo. Sea como fuere, las limitaciones de este 
modelo si permitieron establecer diferencias entre los grupos tratados 
muy claras entre los días de estudio 8-18 en que esas fueron 
significativamente diferentes entre el grupo tratado y el control, lo 
cual sugiere un claro efecto de la inhibición del PAI-1 sobre el tamaño 
de las lesiones. Evidentemente los inconvenientes inherentes a este 
modelo se podrían  haber solventado realizando un estudio a largo 
plazo con animales ya marcados con expresión constitutiva de 
proteínas fluorescentes que permitieran realizar un marcaje continuo. 
Sin embargo ese tipo de estudios implica de entrada un alto coste 
económico en términos de adquisición, propagación y mantenimiento 
de colonias transgénicas, así como los inherentes a una monitorización 
más larga en términos de uso de aparatajes y servicios quirúrgicos 
auxiliares (anestesias, cirugías) y  uso de fungible y compuestos a 
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ensayo. Evidentemente  quisimos testar de inicio nuestra hipótesis en 
un modelo animal más sencillo. A la vista de estos resultados tan 
prometedores en el modelo de ratón heterólogo, estaríamos en 
condiciones de dar el siguiente paso ensayando el empleo de PAI-1 en 
un modelo homólogo que nos permitiera complementar la información 
obtenida con estudios a largo plazo con los que en conjunto poder 
trasladar más fidedignamente las implicaciones de los hallazgos al 
futuro terapéutico uso clínico.
 Dado que estábamos empleando un nuevo modelo adaptado de 
los existentes, pero novedoso e inexplorado al fin y  al cabo, quisimos 
determinar hasta que punto las lesiones murinas podrían reflejar la 
fisiología de las lesiones humanas. Para ello realizamos obviamente 
una primera caracterización histológica de las lesiones tratando de 
evaluar de visu las similitudes morfológicas con las lesiones humanas. 
Así mismo quisimos evaluar mediante inmunohistoquímica la 
existencia de inflamación local, la presencia de depósitos de colágeno 
y la presencia de glándulas, que es característico de las lesiones 
endometriósicas humanas. En clara concordancia con la presencia de 
colágeno en lesiones humanas pudimos detectar considerables 
depósitos del mismo tanto en las lesiones de animales tratados como 
en los controles. Teniendo en cuenta que la inhibición de PAI-1 debía 
afectar a los acúmulos de fibrina específicamente, no nos extrañó que 
los niveles de colágeno no mostraran  diferencias entre ambos grupos. 
Parece pues,  como cabría esperar, que los niveles de colágeno no se 
ven afectados con la afectación de la actividad de PAI-1. Así mismo, 
también se detectó la presencia de glándulas en el tejido 
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endometriósico de ratonas mediante inmunohistoquímica. Estas 
glándulas eran positivas en citokeratinas en clara referencia a las 
lesiones humanas (Cheng y cols,2011). En este caso tampoco 
detectamos diferencias en la expresión de este marcador entre grupos. 
Así pues, a tenor de estos resultados, comprobamos por una parte que 
se había reproducido de manera fidedigna la lesión endometriósica 
humana en un modelo de ratona y por otra que no parecía que la 
inhibición del PAI-1 influyera en la formación de fibras de colágeno y 
glándulas.
 La existencia de inflamación local en las lesiones, se analizó 
mediante la presencia de leucocitos y de macrófagos infiltrantes, 
realizando una inmunohistoquímica frente a marcadores específicos de 
cada una de estas poblaciones celulares como son CD45 y F4/80, 
respectivamente, detectándose presencia de ambos tipos de 
infiltraciones en las lesiones de ambos grupos experimentales (Figura 
5.6A y 5.6B de RESULTADOS). Como habíamos hipotetizado en la 
introducción en el estudio de Gomez y cols (Gomez y cols, 2011) los 
macrófagos serían responsables de la activación del proceso de 
fibrinolisis. En concordancia con esta hipótesis cabría esperar un 
aumento de macrófagos en las lesiones con mayor actividad 
fibrinolítica, es decir las del grupo tratado con PAI-039.  Sin embargo, 
en contra de lo que esperábamos, no se hallaron diferencias entre los 
grupos en cuanto a número de macrófagos. Especulamos que quizás 
más que un cambio en el número de macrófagos quizás la inducción 
de fibrinolisis se vea  favorecida por un cambio en la actividad de los 
mismos promovida por el “switch” entre los fenotipos M1 y M2. En 
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este sentido  el fenotipo M2 sería el regenerativo y  el M1 el 
destructor/inflamatorio. En el diseño original de este estudio 
desafortunadamente no contemplamos dicha posibilidad de origen por 
lo que sólo nos queda especular que posiblemente pueda haberse 
producido esa transición atendiendo a los estudios realizados por 
Capobianco (Capobianco y cols, 2011; Bacci y  cols, 2009)  a favor del 
grupo tratado.
 Evidentemente antes de poder si quiera especular con la 
hipótesis arriba planteada era perentorio evaluar si existía indicio de 
que dicha fibrinolisis en efecto había tenido lugar. Para evaluar dicho 
parámetro realizamos una inmunohistoquímica frente a la fibrina, y  así 
cuantificar la cantidad de esta proteína en las lesiones. Como ha 
quedado demostrado en el experimento, el grupo control presentó una 
mayor cantidad de depósitos de fibrina en las lesiones estudiadas 
estadísticamente significativa respecto del grupo tratado, lo que 
demuestra la mayor actividad fibrinolítica en el segundo grupo 
asociado a la inhibición del PAI. De manera paradójica, , esta menor 
activación del PAI en el grupo tratado no se pudo demostrar al 
determinar los niveles plasmáticos de PAI-1 activo en el momento 
del sacrificio.  Si bien podría pensarse que esto está en desacuerdo con 
los niveles inalterados del PAI circulante, ha de tenerse en cuenta la 
baja vida media del PAI-039 en sangre, siendo de unas 4 horas 
aproximadamente en la rata y pudiendo ser muy similar en ratón. 
Muy probablemente la razón por la que no detectamos una diferencia 
en los niveles de PAI circulante fue porque desafortunadamente 
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cometimos un error de diseño experimental y  no tuvimos la 
precaución de asegurar que pasaran menos de 4 horas entre la última 
administración de PAI-039 y su última monitorización seguida de la 
toma de muestra que antecede al sacrificio. Así pues muy 
probablemente y  cuando se realizó la extracción de sangre, los niveles 
de PAI-039 ya habían sido metabolizados y, por lo tanto, desaparecido 
significativamente de la circulación.  El hecho de que el PAI-039 
presente esta baja vida media, podría repercutir en un posterior uso 
clínico del compuesto, si en un futuro se aprobara como tratamiento 
experimental para la endometriosis. En este sentido parece que sería 
necesario una suministración continua del mismo, lo cual supone una 
desventaja si bien, en caso de aparecer efectos tóxicos adversos, su 
rápida eliminación repercutiría en una mejor seguridad del compuesto. 
Retomaremos este tema más adelante. 
 Siguiendo con la línea principal de descripción de resultados que 
nos ocupa, como hemos mencionado, a tenor de los descensos de los 
depósitos de fibrina pareciera que el PAI-039 pudiera funcionar 
efectivamente promoviendo la fibrinolisis tisular al romper los 
depósitos de fibrina. De ser así cabría esperar una mayor apoptosis en 
las lesiones tratadas así como efectos inhibitorios sobre la 
proliferación celular, lo que se reflejaría en la disminución  del tamaño 
de la lesión endometriósica. Para analizar la proliferación celular 
realizamos otra inmunohistoquimia frente al marcador de 
proliferación Ki67, y  observamos que en concordancia con nuestra 
hipótesis se promovió una menor proliferación en las ratonas del 
grupo tratado frente al grupo control. Al aplicar la técnica del TUNEL 
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para analizar la apoptosis, sin embargo, no se hallaron diferencias 
entre grupos. Por estudios de Donnez y cols (Donnez y  cols 1998) 
sabemos que en los modelos heterólogos las lesiones endometriósicas 
tienen unas tasas de apoptosis poco elevadas, por lo que no debería 
haber sido difícil detectar cambios en este parámetro si la activación 
de la fibrinolisis hubiera actuado del modo que hipotetizamos. Ante 
estos resultados no tenemos más que rendirnos a la evidencia y 
razonar que explicaciones alternativas a la nuestra original deben 
imperar. En este sentido especulamos con varias posibilidades como 
pudiera ser: 1) que la dosis de PAI-039 no fue lo suficientemente 
elevada o bien que el periodo de actuación fue demasiado corto como 
para observar un fenómeno más drástico 2) en línea con la anterior, 
que los procesos iniciales de fibrinolisis no cursen con apoptosis en 
los tejidos  3) que la fibrinolisis no curse con apoptosis sino con 
inducción de necrosis directamente o bien 4) que los fenómenos 
apoptóticos/necróticos se produjeran en los primeros estadios del 
tratamiento y  el tejido afectado ya hubiera sido necrosado o 
reabsorbido en el momento del sacrificio. Esa última hipótesis, de 
confirmarse, explicaría la  escasa celularidad detectada en las lesiones 
recolectadas. Sea como fuere parece que si bien la inhibición del 
PAI-1 cursa con descenso del tamaño de la lesión, debemos reevaluar 
nuestras hipótesis iniciales en cuanto a la magnitud de la fibrinolisis 
inducida y sobre todo al mecanismo de acción que media estos 
descensos.
  Al analizar el área vascularizada total observamos un 
pequeño descenso ostensible aunque no drásticamente significativo. 
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Así mismo observamos como el área ocupada por vasos maduros era 
similar en ambos grupos. De estos datos se deduce que posiblemente 
el PAI-1 sea capaz de inhibir la neoformación de vasos de manera 
moderada sin afectar a los vasos ya maduros o estables. Este cuadro es 
consistente con el papel clásico que tiene los inhibidores de la 
angiogénesis, esto es, son capaces de inhibir los vasos en 
neoformación que son más sensibles al estímulo angi/antiangiogénico 
pero no aquellos maduros que no son sensibles a estas acciones. 
Desconocemos a la vista de los resultados si este pequeño descenso de 
la vascularización inmadura se debe a la inducción de la fibrinolisis 
como hipotetizamos o simple y  llanamente es un proceso 
independiente tal y  como sugieren diversos autores que han adscrito al 
PAI-1 un papel regulador en la angiogénesis per se (Gomes-Giacoia y 
cols, 2013, Leilk y cols, 2006).  En este sentido, cabe recordar los 
estudios de Gomez y cols (Gomez y cols, 2011) que motivaron esta 
tesis en donde el uso de quinagolida, que cursó con la reducción del 
tamaño de la lesiones en humanos, tampoco cursó con descenso de la 
vascularización significativa. Desconocemos si la desaparición de la 
lesión que ocurre en respuesta a los efectos antiangiogénicos se 
produce de un modo centrípeto radial (desde el exterior hasta el 
interior) o si simplemente los descensos en la vascularización no 
influyen significativamente en la reducción del tamaño de las lesiones. 
  En síntesis, si bien los experimentos funcionales si parecen 
estar acordes con nuestra hipótesis, la evaluación descriptiva de los 
efectos esperados no lo es tanto. Así pues, antes de poder proponer 
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para su aplicación clínica la inhibición del PAI-1, deberían tenerse en 
cuenta las siguientes consideraciones:
  - Si bien este fue un estudio funcional básicamente de 
caracterización descripcional de los efectos observados en el que no se 
ahonda en los mecanismos moleculares subyacentes, no podemos 
obviar que posiblemente sean distintos a los que inicialmente 
hipotetizábamos, por lo que sería necesario profundizar en ellos en 
posteriores estudios en aras de desarrollar terapias más eficaces o de 
mejorar esta terapia.
  - Habría que determinar su toxicidad en humanos así como 
las dosis seguras para su uso en endometriosis, ya que, el uso de 
PAI-039, el cual sólo se ha testado en animales, no ha sido aprobado 
para el tratamiento de esta enfermedad. Si bien existen, cabría pensar 
en el uso alternativo de otros compuestos inhibidores comerciales del 
PAI-1 como genfibrozilo, Panax Notoginseng o el Astragalus 
Menbranaceus, aunque tampoco estos han sido ensayados para el fin 
que nos ocupa, por lo que se requerirían en todos los casos ensayos 
clínicos de fase 1 antes de poder utilizarlos. 
  - No se deberían utilizar en todo caso en mujeres que buscan 
gestación por los posibles efectos desconocidos sobre el feto;  Aún así, 
si el compuesto demuestra la disminución de la lesión endometriósica, 
como así parece dilucidarse, ya sería más efectivo que los tratamientos 
actuales existentes para esta enfermedad. 
  En resumen, es éste un estudio de prueba de concepto muy 
novedoso en el que se aborda por fin una hipótesis sugerida 
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empíricamente por algunos autores pero que nadie había tenido la 
valentía de contrastar funcionalmente sobre lesiones endometriósicas 
in-vivo. La inhibición de PAI-1 cursa con efectos muy  drásticos sobre 
el tamaño de las lesiones en los estadios iniciales muy posiblemente 
asociado a la inducción de fibrinolisis a tenor de descensos en los 
acúmulos de fibrina. Así mismo la inhibición de PAI-1 cursa con 
disminución de la vascularización y la proliferación celular. Si estos 
efectos antiangiogénicos se asocian o no al fenómeno fibrinolítico 
deberá ser evaluado en posteriores estudios. Las limitaciones del 
modelo animal (estudio a corto plazo) y del aparato empleado (baja 
sensibilidad) no permiten detectar si la inhibición era mantenida en la 
intensidad y en el tiempo. A tenor de nuestros hallazgos, cabría 
esperar resultados prometedores en un estudio a largo plazo más 
potente, administrando cantidades mayores y durante más tiempo y 
que de corroborarse en este último se podría incluso plantear ensayos 
clínicos en humanos. 
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-La obtención, marcaje fluorescente y posterior implantación de 
tejido pseudodecidual en ratones permite la reproducción fiel de la 
endometriosis así como la monitorización no invasiva del desarrollo 
de la enfermedad en un modelo inmunocompetente.
-La inhibición del PAI-1 en un modelo murino inmunocompetente 
disminuye el tamaño de la lesión endometriósica una vez esta se 
encuentra  bien establecida, pero no la elimina completamente.
-La inhibición del PAI-1 cursa con descenso de los depósitos de 
fibrina, vascularización y proliferación.
-Si estudios posteriores, con evaluación de tamaño de lesión a largo 
plazo confirman nuestros hallazgos, el uso de inhibidores de PAI-1 
podría incorporarse como arma terapéutica de uso clínico para tratar 
la endometriosis en el futuro.
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